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La diseminación de la resistencia a drogas en microorganismos ha sido 
atribuida a la movilización de marcadores de resistencia ya sea por plásmidos, 
transposones e integrones. Los integrones tienen la particularidad de integrar 
cassettes génicos de resistencia por lo que su detección y el tipo de resistencia 
que pueden expresar en sus hospederos indicaría un posible riesgo de salud 
pública. Se realizó la identificación de 170 cepas de Vibrio spp aisladas de 
diferentes puntos de monitoreo del litoral limeño, entre los años 2006 y 2008, 
mediante pruebas bioquímicas, API20 NE y PCR. Se evaluó la resistencia a 15 
antibióticos de uso clínico: Cloramfenicol (C), Norfloxacina (Nor), Amikacina (Ak), 
Kanamicina (K), Ampicilina (A), Penicilina (P), Tetraciclina (Te), Aztreonam (Az), 
Ceftazidima (Caz), Gentamicina (Ge), Amoxicilina (Amx), Nitrofurantoína (Nit), 
Cotrimoxazol (Sxt), Ácido Nalidíxico (W) y Ciprofloxacina (Cip); se relacionó la 
resistencia mostrada con la presencia de integrones de clase 1, 2, 3 y 4. Se 
identifico diez especies como V. alginolyticus (71,18%), V. vulnificus (10,0%), V. 
parahaemolyticus (4,12%), V. carchariae, V. damsela (2,94%); V. cincinnatiensis, 
V. fluvialis, V. metschnikovii (2,35%); V. mimicus, V. cholerae (1,18%). El 100% de 
las cepas es resistente a ampicilina, penicilina y amoxicilina; 22,9% a 
nitrofurantoína, 18,2% a kanamicina, 14,7% a amikacina, 8,82% a aztreonam, 
2,4% a ciprofloxacina, 1,8% a gentamicina, 0,6% a ceftazidima, a cloramfenicol, 
cotrimoxazol y a ácido nalidíxico. Ninguna de las cepas presentó resistencia a 
norfloxacina y tetraciclina. Sólo se logró identificar la integrasa del superintegrón 
(SI), el gen intI4, mediante pruebas de PCR en una cepa de V. cholerae L22, a la 
cual se evaluó la resistencia a la fosfomicina y la presencia de genes metabólicos 
o de virulencia en el SI, encontrándose sólo el gen relacionado a la familia de 
proteínas MutT asociado al mismo. Los resultados obtenidos no muestran relación 
entre la resistencia a antibióticos y la presencia del superintegrón encontrado. 
Destaca la expresión de resistencia a ciprofloxacina y amikacina de la cual no hay 
muchos reportes; otras investigaciones muestran mayor variedad de resistencia 
frente a antibióticos, especialmente en cepas de origen clínico. 
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The spread of drug resistance in microorganisms has been attributed to the 
mobilization of resistance markers by plasmids, transposons and integrons. 
Integrons can integrate gene cassettes of resistance and its detection and the type 
of resistance that can be expressed in their hosts, indicate a potential public health 
risk. Identification was carried out of 170 strains of Vibrio spp isolated from different 
monitoring points liman coast, between 2006 and 2008, by biochemical tests and 
PCR API20 NE. We evaluated the resistance to 15 antibiotics in clinical use: 
Chloramphenicol (C), Norfloxacin (Nor), amikacin (Ak), Kanamycin (K), ampicillin 
(A), penicillin (P), tetracycline (Te), Aztreonam (Az) , Ceftazidime (CAZ), 
gentamicin (Ge), amoxicillin (Amx), nitrofurantoin (Nit), cotrimoxazole (SXT), 
nalidixic acid (W) and ciprofloxacin (CIP), the resistance to antibiotics was 
associated with the presence of class 1 integrons , 2, 3 and 4. Ten species were 
identified as V. alginolyticus (71.18%), V. vulnificus (10.0%), V. parahaemolyticus 
(4.12%), V. carchariae, V. damsela (2.94%); V. cincinnatiensis, V. fluvialis, V. 
metschnikovii (2.35%); V. mimicus, V. cholerae (1.18%). 100% of the strains are 
resistant to ampicillin, penicillin and amoxicillin, 22.9% to nitrofurantoin, 18.2% to 
kanamycin, amikacin 14.7%, 8.82% to aztreonam, 2.4% to ciprofloxacin, 
gentamicin 1.8%, 0.6% to ceftazidime, to chloramphenicol, to cotrimoxazole and 
nalidixic acid. None of the strains were resistant to norfloxacin and tetracycline. 
Was identified only the integrase of superintegrón (SI), gene intI4 by PCR test in a 
strain of V. cholerae L22, which was evaluated the resistance to fosfomycin and 
the presence of metabolic or virulence genes in the superintegron, only mutT gene 
was found with the superintegron. The results show no relationship between 
resistance to antibiotics with the presence of the superintegrón found. Distinguish 
the expression of resistance to ciprofloxacin and amikacin which there are not 
many reports, other studies show greater variety of resistance to antibiotics, 
especially in clinical strains. 




Las bacterias autóctonas de ambientes marinos como las del género Vibrio 
son microorganismos halófilos, bacilares rectos y curvos, Gram negativos, 
quimiorganotróficos, de metabolismo aerobio, fermentativo y anaerobio. Algunas 
especies de este género son patógenos para el ser humano, de éstos, los más 
notables son Vibrio cholerae O1 y V. cholerae O139, los cuales son agentes 
etiológicos de la pandemia conocida como El Cólera (Vora et al., 2005). Algunas 
especies de este género afectan también a la producción acuícola. Así también, 
un problema que presentan las especies de Vibrio spp es que pueden adquirir la 
multirresistencia a varios antibióticos de uso clínico y a metales pesados (Zhang et 
al., 2006). La base genética del origen de la resistencia a diversos compuestos 
antimicrobianos puede estar mediada por diversos factores entre ellas la presencia 
de plásmidos, integrones, transposones, mutaciones en genes blanco y la 
sobreexpresión de bombas de eflujo (Srinivasan et al., 2006); siendo en este caso 
material de estudio los diversos tipos de integrones en la población de Vibrio. Un 
problema que causa la presencia de dicho material genético (Integrones) es el 
desarrollo de la multirresistencia a antibióticos pudiendo generar integrones 
multirresistentes (MRIs), por esta razón los integrones han sido reconocidos como 
elementos genéticos responsables de la evolución de la multidrogo resistencia en 
patógenos Gram negativos durante la era antibiótica, así mismo ya son más de 70 
los genes de resistencia a antibióticos que fueron caracterizados en integrones 
(Biskri et al., 2005). 
Con la introducción de los antibióticos en los años 40 para el tratamiento de 
enfermedades infecciosas, la resistencia a antibióticos se ha diseminado 
dramáticamente entre los microorganismos de origen hospitalario o de origen 
ambiental. En V. cholerae, la ocurrencia de cepas resistentes a drogas está siendo 
reportada con mayor frecuencia (Bag et al., 1998). La diseminación de la 
resistencia a drogas en microorganismos ha sido atribuida a la movilización de 
marcadores de resistencia por una variedad de agentes ya sean plásmidos, 
transposones o integrones. Los integrones tienen la habilidad para capturar 
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cassettes génicos de resistencia por lo que su detección y el tipo de resistencia 
que pueden expresar en sus hospederos, demostraría los posibles riesgos que 
podría causar a la salud pública, cuando las personas entren en contacto con 
estos microorganismos y también a la producción acuícola cuando los productos 
de origen marino estén contaminados con tales agentes potencialmente peligrosos 
para el hombre. 
El presente trabajo de tesis tuvo como principal objetivo determinar y 
caracterizar los integrones que puedan estar presentes  en diferentes cepas de 
Vibrio pertenecientes al Laboratorio de Microbiología Acuática del Centro de 
Investigaciones Acuícolas “Alexander Von Humbolt”-IMARPE y aisladas desde el 
año 2006 al 2008 de muestras de agua de mar procedentes de ambientes marinos 
del litoral limeño contaminados por la actividad humana. 
Los resultados obtenidos en este trabajo han permitido evaluar la presencia de 
los integrones en diferentes ambientes marinos del litoral limeño y además han 
resaltado la importancia de realizar estudios ecológicos y epidemiológicos en la 
diseminación de diversas resistencias otorgadas por los integrones u otros 




2.1 GÉNERO VIBRIO 
Algunos de los microorganismos de este género son patógenos para el ser 
humano como V. cholerae, V. parahaemolyticus, y otros menos frecuentes como 
V. vulnificus (Elmor et al., 2007; Bross et al., 2007), V. mimicus productor de una 
hemolisina enterotóxica (Mizuno et al., 2009), V. metschnikovii cuyo aislamiento en 
muestras humanas clínicas es muy rara (Pariente et al., 2008). Presentan dos 
cromosomas, el caso más estudiado es en V. cholerae O1 que presenta un 
cromosoma grande (ChrI) y otro pequeño (ChrII) (Schoolnik & Yildiz, 2000) (Ver 
Fig. 1). 
2.1.1 IMPORTANCIA DE LOS VIBRIOS EN LA SALUD PÚBLICA 
En general, los vibrios no-cholerae pueden causar diversas infecciones, 
conjuntivitis, gastroenteritis y serias sepsis cuando el humano sufre alguna herida 
y este a la vez entra en contacto con el agua de mar, otros factores como el 
consumo de productos marinos, especialmente los mariscos, también propicia la 
infección al humano (Elmor et al., 2007). De éstos, los patógenos más notables 
son V. cholerae O1 y V. cholerae O139, los cuales son agentes etiológicos de la 
pandemia conocida como el cólera (Vora et al., 2005; Winn et al., 2008).  
2.1.2 IMPORTANCIA DE LOS VIBRIOS EN LA PRODUCCIÓN ACUÍCOLA 
Algunas especies de este género afectan también a la producción acuícola 
produciendo enfermedades llamados necrosis bacilar o necrosis larval afectando 
los estadios larvales de la mayoría de los moluscos bivalvos de granjas de cultivo. 
Ésta enfermedad es causada por patógenos oportunistas en las granjas de cultivo 
intensivo de moluscos, mayormente se asocian con la presencia de V. tubiashi, V. 
anguillarum, V. splendidus, V. alginolyticus y otros Vibrio spp. Esta vibriosis puede, 
aparentemente, presentarse en cualquier proceso en una granja de cultivo y su 
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presencia se asocia a un inapropiado manejo del mismo (Cáceres & Vásquez, 
2003). 
2.2 GENOMA DEL GÉNERO VIBRIO 
El genoma del género Vibrio consiste de dos cromosomas circulares. La 
mayoría de los genes esenciales para la función celular (replicación del DNA, 
transcripción, traducción y biosíntesis de la pared celular) y patogenicidad (toxinas, 
antígenos de superficie y adhesinas) están localizados en el cromosoma grande 
(ChrI). El cromosoma pequeño (ChrII) contiene una gran fracción de genes 
hipotéticos (59%) comparado con el cromosoma grande (42%), y también contiene 
muchos más genes cuyo origen podría ser de otras gamma Proteobacteria.  
 
Fig. 1. Representación circular del genoma de V. cholerae. Se representan los dos cromosomas, el 
cromosoma grande y pequeño. Desde el exterior hacia el interior: El primer y segundo círculo muestran las 
regiones codificadoras de proteínas en la hebra mayor y menor, por la función, de acuerdo con el color 
(proteínas desconocidas e hipotéticas están en negro). El tercer círculo muestra recientemente genes 
duplicados en el mismo cromosoma (negro) y en cromosomas diferentes (verde). El cuarto círculo muestra 
un transposón relacionado (negro), relacionados con algún fago (azul), VCRs (rosado) y genes de 
patogenicidad (rojo). El primer círculo muestra regiones con valor de significancia X2 para la composición de 
trinucleótidos en una ventana de 2.000 pb. El sexto círculo muestra el porcentaje de G+C en relación con el 
sentido de G+C en el cromosoma. El séptimo y octavo son RNAt y RNAr, respectivamente (Heidelberg et al., 
2000). 
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El cromosoma pequeño también porta un sistema de captura de genes (el 
integrón isla o superintegrón [SI]); este cromosoma podría haber sido un 
megaplásmido que fue capturado por una especie ancestral de Vibrio (Heidelberg 
et al., 2000; Schoolnik & Yildiz., 2000) (Ver Fig. 1). 
2.3 INTEGRONES 
Los integrones o elementos de integración fueron descubiertos y 
caracterizados por primera vez en 1989 por Stokes y Hall como resultado de la 
evaluación de la multidrogorresistencia a antibióticos clínicos en bacterias, esto 
debido a la adquisición de diferentes genes insertados en el cromosoma, para esto 
los autores analizaron las secuencias génicas del transposón Tn21 y del plásmido 
R46; tales elementos genéticos de DNA eran desconocidos para ese entonces, 
proponiendo después el nombre: Elementos de Integración de DNA o simplemente 
Integrón (Stokes & Hall, 1989). Como también se menciona líneas arriba los 
estudios iniciales de los integrones se realizaron con plásmidos del grupo de 
incompatibilidad Inc-W y con transposones relacionados a Tn21 los cuales 
poseían genes de resistencia a antibióticos clínicos ubicados en un mismo sitio del 
genoma, tales genes de resistencia estaban delimitados por secuencias 
nucleotídicas altamente conservadas, varios de estos genes codificaban enzimas 
modificantes de aminoglicósidos (EMA), dihidrofolato reductasas o ß-lactamasas 
del tipo OXA. Los resultados que mostraron los estudios con enzimas de 
restricción y secuenciación nucleotídica establecieron que las regiones de DNA 
que flanqueban estos genes eran muy similares en diferentes plásmidos y 
transposones (Gonzales et al., 2004).  
Así, el integrón es una unidad genética que incluye los componentes 
determinantes de un sistema de recombinación sitio específico capaz de capturar 
y movilizar genes que están contenidos en elementos móviles llamados genes 
cassettes (Hall & Collins, 1995), así mismo estos tienen la capacidad de expresar 
dichos genes que fueron incorporados al sistema convirtiéndolos en genes 
funcionales. Los componentes esenciales de un integrón incluye el gen de la 
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integrasa (intI), el sitio de unión (attachment site) (attI) y el promotor, el cual 
promueve la expresión de algún gen integrado adecuadamente. (Fig. 2). Los 
integrones son elementos genéticos no móviles pero son un mecanismo 
importante para la adquisición, reordenamiento y expresión de material genético 
foráneo o genes cassettes de resistencia en la región variable en muchas 
especies bacterianas (Ceccarelli et al., 2006). 
2.3.1 PARTES DE UN INTEGRÓN 
El modelo clásico en la estructura de los integrones es tomado de los 
integrones clase 1 (Ver Figura 2) descritos hasta ahora existe un extremo 3' 
altamente conservado (3’CS) con los genes qacEΔ1, sul1 y orf5 que codifican 
resistencia, respectivamente, a compuestos de amonio cuaternario, a Bromuro de 
Etidio y a sulfonamidas. Entre los extremos 5’CS y 3’CS se encuentra una zona 
variable con presencia o ausencia de cassettes genéticos de resistencia.  
 
Fig. 2. Representación esquemática de la estructura básica de un integrón y de la adquisición de 
cassettes genéticos de resistencia. El proceso por el cual un gen cassette ciscularizado (gen de resistencia 2) es 
insertado en el sitio attI en un integrón de clase 1 conteniendo un gen cassette residente (gen de resistencia 1) es lineado 
en la figura. Los genes y los Marcos Abiertos de Lectura (ORF) en los extremos 5’CS y 3’CS del esquema del integrón 
de clase 1 son indicados por cajas blancas. Los genes cassettes de resistencia insertados en el integrón son indicados por 
cajas grises y las barras negras verticals representan el sitio de recombinación attC. P1 y P2 son promotores asociados al 
integrón; Pint es el promotor del gen de la integrasa (intI1). Los genes qacEΔ1 y sulI en el extreme 3’CS confieren 
resistencia a compuestos amonium cuaternario y sulfonamidas, respectivamente (Carattoli, 2001). 
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2.3.2 DIFUSIÓN DE LOS INTEGRONES 
La transferencia horizontal de genes de resistencia es un mecanismo 
óptimo para la transmisión y diseminación de la resistencia múltiple a drogas 
antibacterianas entre patógenos bacterianos. El impacto genético producido por la 
transferencia horizontal en la evolución bacteriana es particularmente evidente 
cuando los genes de resistencia están físicamente asociados en clusters y 
transferidos en bloques a las células hospederas. La identificación de estructuras 
genéticas especializadas, responsables para la adquisición y transporte de genes 
de resistencia representó un descubrimiento importante para el entendimiento de 
los mecanismos de resistencia a antibióticos, en este caso, los integrones están 
implicados en la adquisición de genes de resistencia, tales elementos genéticos 
están localizados en el cromosoma bacteriano o en plásmidos; así mismo, la 
identificación de genes de resistencia -especialmente a antibióticos- en aislados 
clínicos y veterinarios, especialmente en Gram negativos (particularmente la 
familia de las Enterobacteriaceae) establece la importancia de los integrones en la 
diseminación de resistencia entre bacterias patógenas de diferentes orígenes 
geográficos (Caratolli, 2001). 
Los integrones por sí mismos no tienen la capacidad de la transferencia 
horizontal a otros receptores bacterianos, para esto, la difusión de integrones se 
debe a su asociación con transposones, plásmidos conjugativos o ambos, siendo 
en éste la conjugación el mecanismo más frecuente de transferencia horizontal de 
genes, algunos plásmidos no conjugativos pueden ser movilizados in trans por la 
asociación con un plásmido conjugativo, el cual no es normalmente transferido en 
el mismo momento. En el caso de integrones que forman parte de un transposón, 
los integrones pueden transportarse desde el cromosoma bacteriano hacia 
plásmidos y viceversa y en el caso que el integrón esté presente en plásmidos 
conjugativos, estos pueden transferirse de una bacteria a otra de la misma o de 
diferente especie, esto es particularmente importante en lo concerniente a la 
presión selectiva, además que los integrones son una fuente importante de genes 
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de resistencia a antibióticos, y están presentes tanto en bacterias Gram negativas 
y positivas (Fluit & Schmitz, 1999; Gonzales et al., 2004; Xu et al., 2009). 
En relación a los transposones, tales elementos contribuyen a la evolución 
del genoma bacteriano por la escisión e inserción de fragmentos de DNA de un 
sitio donador, a otros sitios blancos no homólogos. Los transposones son 
elementos genéticos móviles que codifican la maquinaria necesaria para promover 
la auto-translocación (por ejemplo, la transposasa y los sitios de recombinación de 
DNA en el que la recombinasa actúa). Algunos transposones son conocidos por 
contribuir a la movilidad del integrón. Los integrones de clase 1 y 2 son 
frecuentemente transportados por los elementos de transposición Tn21 y Tn7, 
respectivamente. Además, se han identificado algunos integrones en las 
proximidades o yuxtapuestas con las secuencias de inserción (IS).  
Es evidente que la asociación entre un sistema eficaz de captura y 
expresión de genes, junto con la capacidad de movilidad vertical y horizontal, 
representa una combinación importante en el flujo natural de genes de resistencia. 
Por otra parte, los integrones llevados por transposones han sido descritos 
preferentemente incorporados en un plásmido conjugativo, el cual garantiza una 
amplia transferencia horizontal de genes de resistencia (Caratolli, 2001). 
2.3.3 INTEGRASA 
La integrasa (IntI) es un miembro de la familia tirosina recombinasa sitio-
específico, el cual también incluye a la integrasa del fago λ. Estas enzimas 
catalizan la escisión e integración de unidades de DNA, realizando pasos o etapas 
de cortes y reagrupación de los mismos, estos pasos se dan sin la síntesis de 
DNA o la intervención de cofactores de alta energía (tal como ATP). La integrasa 
es la responsable para la recombinación sitio específica de genes cassettes a la 
región variable del integrón, reconociendo las secuencias attI del cassette y attC 
de la región variable, respectivamente. Esta característica diferencia a la 
recombinación sitio-específica de la transposición, en la que este último precisa de 
un paso para la reparación y síntesis de DNA. La integrasa no es una nucleasa y 
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su actividad puede ser asimilada a la de una topoisomerasa (Carattoli, 2001; 
Lewin, 2004; Joss et al., 2009). 
2.3.4 GENES CASSETTES Y ELEMENTOS 59 pb (SITIO attC) 
Los genes cassettes son un grupo diverso de pequeños elementos génicos 
móviles que usualmente contienen sólo un gen y un sitio de recombinación río 
abajo actualmente conocido como sitio attc (elemento de 59 pb) localizado en el 
extremo 3' del cassette que permite el reconocimiento y movilización de los 
mismos, además son uno de los elementos móviles más simples ya conocidos. 
Estos elementos pueden existir libremente en forma de moléculas de DNA 
circulares covalentemente cerradas, generadas por acción de la integrasa que 
escinde el cassette desde un integrón aunque normalmente son encontradas 
asociadas con estos (Collis et al., 1993; Partridge et al., 2000). 
Cada uno de estos genes cassettes están asociados en el extremo 3’ con 
un elemento 59 pb particular, el cual difiere en secuencia y longitud aunque estos 
elementos son identificables a partir de estructuras comunes y secundarias. El 
sitio attC consiste de una larga secuencia repetitiva invertida de longitud variable 
formadora de una estructura cruciforme imperfecta, el cual es flanqueado por 
secuencias inversas y forward (RYYYAAC es el consenso para la secuencia 
inversa y GTTRRRY es el consenso para la secuencia forward). 
La falta de promotor en los genes cassettes delante de la secuencia 
codificante implica que el promotor localizado en el 5’CS del integrón es esencial 
para la expresión de los genes cassettes. En el extremo 5’-CS de los integrones 
de clase 1 tiene dos potenciales promotores, P1 y P2 (Fig. 2). Una aparente 
polarización de expresión existe para estos promotores (P1 y P2), pues el más alto 
nivel de expresión es obtenido para el primer gen cassette que está localizado 
directamente río abajo del promotor, en cambio, los genes cassettes distantes del 
promotor son débilmente expresados debido a la prematura terminación de la 
trascripción ocurrido entre el elemento 59 pb de los genes cassettes procedentes. 
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Los genes cassettes son considerados como elementos móviles pero estos 
no pueden codificar productos que impliquen su propia movilidad, así mismo los 
genes cassettes permanecen libres como moléculas circularmente cerradas 
generadas por escisión mediada por la integrasa en cassettes previamente 
integrados del mismo o de otro integrón. 
Los genes cassettes llevados por los integrones confieren resistencia a 
varios antibióticos como aminoglicósidos, cefalosporinas, cloramfenicol, penicilinas 
y trimethoprim, y para cada uno de estas clases de antibióticos varios genes 
cassettes distintos han sido reportados; también se reportó genes cassettes que 
codifican β-lactamasas de espectro extendido o carbapenemasas (blaIMP, blaVEB-1, 
blaVIM). Una lista de 15 genes diferentes que codifican aminoglicósido-
adeniltransferasas (aad) o aminoglicósido-acetiltransferasas (aac) confiriendo 
resistencia hacia los aminoglicósidos, han sido identificados como genes cassettes 
en los integrones. La resistencia a cloramfenicol es frecuentemente dado por los 
genes cloramfenicol acetiltransferasa tipo B (catB) o por los genes que codifican 
uno de las tres bombas de eflujo conocidos (cml). Los genes de resistencia a 
rifampicina (arr-2) y eritromicina (ereA) han sido también descritos como genes 
cassettes en los integrones. Una lista de seis ORFs de función desconocida 
también fueron descritos (Caratolli, 2001). 
2.3.5 INSERCIÓN Y EXPRESIÓN DEL CASSETTE GÉNICO 
La inserción específica de sitio de los cassettes genéticos a la región 
variable de los integrones ha sido detectada solamente en las células que 
expresan la actividad de la integrasa, indicando que esta enzima recombinasa es 
necesaria para la integración de los genes cassettes, predominantemente dentro 
del sitio attI del integrón. La integrasa interactúa con los dos sitios primarios de 
recombinación, el sitio attI de los integrones y el sitio attC de cada cassette 
genético. Por otra parte, la especificidad de la orientación de los cassettes 
genéticos integrados permite su transcripción desde un promotor común localizado 
en el extremo 5’CS de los integrones, cuya secuencia nucleotídica es altamente 
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conservada y en el cual pequeñas variaciones afectan la fuerza de transcripción 
del promotor, llegando incluso a niveles tan bajos de expresión que la bacteria 
aparece fenotípicamente susceptible al antibiótico clínico probado aunque es 
potencialmente resistente por poseer el gen que codifica la resistencia (Gonzales 
et al., 2004). 
2.3.6 PARTICIPACIÓN DEL PROMOTOR EN LA EXPRESIÓN DEL CASSETTE 
El nivel de resistencia a un determinado inhibidor microbiano, codificado por 
un gen cassette de resistencia, depende también de su posición en la región 
variable del integrón, cuando está presente más de un gen cassette, ya que la 
posición de este gen en el rearreglo genético influencia el nivel de resistencia 
hacia antimicrobianos, ya sea más cercana o lejana del promotor común. Las 
bacterias manifiestan niveles de resistencia más elevados cuando el gen de 
resistencia está ubicado como primer gen cassette, es decir, cuando dicho 
cassette está muy cercano al promotor y tales niveles de resistencia se reducen a 
medida que los genes están en cassettes posteriores, en el lado río abajo del 
promotor (Collis & Hall, 1995).  
2.3.7 FUNCIÓN BIOLÓGICA DEL INTEGRÓN 
La función principal del integrón es la captura de genes cassettes (DNA 
foráneo) por recombinación específica de sitio debido a la actividad de la Integrasa 
(intI). Esta enzima captura genes foráneos que son frecuentemente insertados por 
la actividad de recombinación en el attachment site (attI) del integrón. Este evento 
de captura e inserción de DNA foráneo puede ocurrir varias veces y, en el caso de 
algunos integrones ubicados en el cromosoma, este proceso puede llevar a la 
creación de grandes arrays que codifican múltiples genes cassettes. Esta 
característica de capturar genes y ligarlos en el genoma en arrays adecuados para 
la co-expresión es una cualidad única para este elemento genético. El resultado es 
un conjunto de genes que interactúan funcionalmente, teóricamente facilitando la 
rápida evolución de nuevos fenotipos microbianos. Inicialmente, los integrones 
fueron considerados como la mayoría de elementos especializados que participan 
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en la acumulación de genes cassettes codificando la resistencia a antibióticos en 
bacterias patogénicas (Gonzales et al., 2004). 
La aparición de genomas y la disponibilidad de numerosas secuencias 
genómicas de bacterias ambientales hace claro que el integrón es el sistema 
capturador de genes más antiguo y expandido, además que este elemento 
genético es encontrado en un 10% de todas los genomas secuenciados y que los 
cassettes pueden llegar a tener un tamaño de 150 Kb, pocos integrones han sido 
debidamente identificados y anotados como tal. Aún cuando el gen de la integrasa 
es resaltado debido a su similaridad a homólogos caracterizados, los genes 
cassettes asociados con la enzima están marcados como simples marcos abiertos 
de lectura (ORFs), esto es, porque en los sitios attC la característica más distintiva 
de los genes cassettes, son regiones no codificantes (Joss et al., 2009). 
2.3.8 TIPOS DE INTEGRONES 
Se han descrito varias clases de integrones de acuerdo a la secuencia 
nucleotídica del gen de la integrasa (intI), las de clase 1, 2 y 3 son llamadas 
integrones de multirresistencia. Las integrasas presentan entre 45% y 58% de 
homología aminoacídica, lo que da a entender que hubo una divergencia evolutiva 
por un período superior a 50 años, correspondiendo aproximadamente con la era 
antibiótica y por lo tanto implicados con la diseminación de la 
multidrogorresistencia. Se han encontrado integrones de las clases 1 y 2 en 
plásmidos y transposones, en tanto aquellos de clase 3 sólo han sido observados 
en plásmidos. Otro tipo de integrón llamado inicialmente integrón isla, integrón de 
clase 4 y actualmente llamado “Superintegrón (SI)”, fue identificado inicialmente en 
V. cholerae O1 pero también fue encontrado en otros miembros de la familia 
Vibrionaceae. Este superintegrón contiene 179 genes cassettes en una región de 
126 Kb, correspondiendo al 3% del total del genoma (Gonzales et al., 2004; Shi et 
al., 2006). 
Como se menciona líneas arriba, cuatro clases de integrones han sido 
definidos basado a la homología de la integrasa: 
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2.3.8.1 Integrones de Clase 1 
Esta representa la estructura más común de los elementos pertenecientes a 
esta clase y están caracterizados por la presencia de dos segmentos 
conservados, el segmento conservado 5’ (5’CS) y el segmento conservado 3’ 
(3’CS). El 5’CS contiene el gen intI, el sitio attI y el promotor, mientras que el 3’CS 
codifica para el gen sul1, confiriendo resistencia a sulfonamidas y el gen qacEΔ1, 
confiriendo resistencia a compuestos amonios cuaternarios usados como 
desinfectantes, además que el 3’-CS lleva el ORF5 que codifica a una proteína de 
función desconocida (Paulsen et al., 1993; Gonzales et al., 2004) (Ver Fig. 2). 
Las otras clases de integrones relacionados con resistencia a antibióticos 
no poseen extremos 3' altamente conservados, ya que sus secuencias pueden 
variar por inserción o deleción de algunos genes o secuencias de inserción 
(Gonzales et al., 2004). 
2.3.8.2 Integrones de clase 2  
El integrón de clase 2 es encontrado en la familia del transposón Tn7, el 
gen intI2 (localizado en el 5’CS) tiene un codón stop interno y por esto conocido 
como una integrasa defectuosa, la cual es conservada entre los genes intI2 en 
otros tres transposones similares al Tn7 portando los genes cassettes dfr1-sat-
aadA1. La secuencia peptídica del intI2 es de 325 aminoácidos y es 46% idéntico 
al intI1. Las secuencias flanqueantes de los cassettes arrays en los integrones de 
clase 1 y 2 no están cercanamente relacionados, el sitio attI2 Tn7 está localizado 
entre el gen intI2 y el primer gen de resistencia insertado como también es 
descrito para los integrones de clase 1. Los integrones de clase 2 no contienen el 
gen sul1 pero este incluye genes cuyas funciones promueve la transposición de 




Fig. 3. Estructura del integrón de clase 2 en Tn7. La secuencia del integrón está representada por cajas. La 
caja negra muestra el gen intI2, los genes cassettes dfr1-sat-aadA1 son mostradas en las cajas blancas 
(Hansson et al., 2002). 
 
2.3.8.3 Integrones de clase 3  
Hallados en Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens, Alcaligenes 
xylosoxidans, Pseudomonas putida y Klebsiella pneumoniae aislados de Japón 
(Fluit & Schmitz, 2004), es una estructura de 2,863 bp y consiste de un gen de la 
integrasa intI3, un sitio de recombinación attI3, dos regiones promotoras, y dos 
genes cassettes, el gen cassette blaGES-1 y un gen cassette que resulta de la 
fusión del blaOXA tipo 10 y el aac(6’)-Ib que confiere resistencia a kanamicina, 
dicha estructura se puede apreciar en la figura 4 (Correia et al., 2003). El gen de la 
integrasa (intI3) muestra una identidad del 60.9% comparado con el gen intI1 a 
nivel aminoacídico (Carattoli, 2001). 
Fig. 4. Representación esquemática del integrón de clase 3 In3-p22K9 y sus regiones 
flanqueantes en el plásmido p22K9. Los marcos abiertos de lectura (ORF) están indicadas por 
flechas y los elementos de 59 pb son representados por círculos negros (Correia et al., 2003). 
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2.3.8.4 Integrones de clase 4 o Superintegrón (SI)  
Una cuarta clase de integrón que porta cientos de genes cassettes y están 
asociados con el gen de la integrasa intI4, es encontrado mayormente en el 
cromosoma pequeño de V. cholerae, en este cromosoma se descubrió que 
contiene un “integrón isla” que consiste de secuencias repetitivas agrupadas 
“Vibrio cholerae repeat” (VCRs) separadas en muchos casos por un sólo ORF, 
organizado por una vía similar a los genes cassettes llevados por el integrón. 
Genes potenciales para la virulencia como la hemaglutinina manosa resistente han 
sido identificados como genes cassettes ligados a VCRs en los superintegrones 
de V. cholerae (Carattoli, 2001). Hay reportes que describe que hay nueve VCRs 
asociados con un locus que determina la hemaglutinación resistente a la manosa y 
fucosa (Barker et al., 1994; Franzon et al., 1993, Clark et al., 1997). En relación a 
los VCRs, estas secuencias son altamente conservados, entre un 95-97% de 
identidad, así como los elementos 59 pb, muchos de los VCRs están flanqueados 
por la secuencia concenso RYYYAAC y GTTRRRY (R=Purina, Y=Pirimidina); 
estas secuencias están asociadas con los sitios de recombinación. (Clark et al., 
1997). 
Este superintegrón forma una estructura compleja y puede constituir una 
gran isla de patogenicidad en el genoma de V. cholerae, así mismo esta estructura 
se encontró en cepas de Vibrio aisladas en el año 1888 y anterior a la era 
antibiótica, por esto se sugirió que el IntI4 podría ser el ancestro de las demás 
integrasas, el cual podría haberse adaptado para adquirir genes de resistencia a 
antibióticos en el pasado más reciente. Esta hipótesis confirmaría que los 
integrones, aparte de cumplir un rol importante en la aceleración de la evolución 
bacteriana en la resistencia a antibióticos, también podrían diseminar genes de 
virulencia contribuyendo por lo tanto a la evolución de la virulencia bacteriana 
(Carattoli, 2001). 
Este superintegrón ha sido descrito también en varios géneros bacterianos: 
Geobacter sulfurreducens, Listonella pelagia, Nitrosomonas europaea, 
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Pseudomonas alcaligenes, Pseudomonas mendocina, Pseudomonas spp., 
Pseudomonas stutzeri, Shewanella oneidensis, Shewanella putrefaciens, 
Treponema denticola, Xanthomonas campestris; entre las especies del género 
Vibrio: Vibrio anguillarum, Vibrio cholerae, Vibrio fischerii, Vibrio metschnikovii, 
Vibrio mimicus, Vibrio parahaemolyticus (Fluit & Schmitz, 2004).  
Este superintegrón está localizado en el cromosoma 2 (125.3 kbp). Todos 
los SI contienen varias copias VCR y unos 216 ORFs; así mismo muchos de estos 
ORFs no tienen homología con otros secuencias. Algunos genes reconocibles 
implicados con la resistencia a drogas se encuentran: la cloramfenicol 
acetiltransferasa, proteína resistente a fosfomicina y glutation transferasa; varias 
enzimas que participan en el metabolismo de DNA (gen relacionado a la familia de 
proteínas MutT, transposasa OrfAB, Secuencias de inserción IS5, y una 
integrasa), genes potenciales de virulencia (hemaglutininas y lipoproteínas) y tres 
genes que codifican productos génicos similares a las proteínas de adhesión al 
hospedero (higA, higB y doc), los cuales son usados por plásmidos para su 
mantenimiento en las células hospederas (Heidelberg et al. 2000); genes qnr y la 
dehidrofolato reductasa (dfr6), los cuales otorgan resistencia a ciprofloxacina y al 
trimethoprim respectivamente (Fonseca et al., 2008; Kumar & Thomas, 2009). 
2.4 INTEGRONES EN AMBIENTES NATURALES 
Estas estructuras genéticas movilizables, dado que si bien no son 
esenciales para la sobrevivencia en las bacterias, aportan genes adicionales que 
les permiten una mejor adaptación a ambientes hostiles. Estos elementos fueron 
encontrados en bacterias recuperadas de ambientes naturales así como en el 
género Vibrio, Pseudomonas, Xantomonas, Shewanella, E. coli entre otros; 
aunque estos elementos genéticos de integración es más común encontrar en 
microorganismos provenientes de aislados clínicos. Existen numerosos estudios y 
publicaciones que documentan el hallazgo de integrones provenientes de 
aislamientos obtenidos en ambientes naturales como ríos, lagos, suelos, mares y 
otros lugares sin conocida exposición a antibióticos (Ozgumuz et al., 2007; Taviani 
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et al., 2008; Bakhshi et al., 2009; Laroche et al., 2009, Di Conza & Gutkind, 2010). 
Un trabajo realizado por Rosser & Young (1999) con bacterias Gram negativas 
aisladas de estuarios y en ausencia de presión selectiva continua (entorno 
acuático) mostró que el 3,6% de las cepas mostró tener el integrón de clase 1. 
Además, Nemergut et al. (2004), reportaron la presencia y diversidad de 
integrones y genes transferidos por estos en comunidades microbianas presentes 
en relaves mineros contaminados con metales pesados, descubriendo 14 genes 
no reportados para la integrasa, incluyendo 6 líneas de genes nuevos, también 
encontraron 11 cassettes nuevos, donde la secuencia de uno de ellos fue similar a 
un gen que codifica una proteína para la ruta del catabolismo de nitroaromáticos, 
presente en los relaves lo cual sugiere que los integrones son importantes para la 
transferencia de genes en respuesta a una presión selectiva diferente a la de los 
antibióticos. 
2.5 Vibrios e integrones en el medio ambiente marino 
En relación a la presencia de integrones sólo en cepas de Vibrio de origen 
marino, no hay muchos reportes que traten sobre este tema pues la mayoría de 
trabajos reportados para este género se remonta mayormente a aislados de 
ambientes hospitalarios. La presencia de este material genético se hace notar más 
por la presencia del superintegrón y el integrón de clase 1, siendo mayormente 
este último el que contribuye en parte a la expresión de la resistencia a los 
antibióticos (Chen et al., 2003; Taviani et al., 2008; Bakhshi et al., 2009; Le Roux 
et al., 2009). 
 21 
III. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
3.1 HIPÓTESIS 
Los ambientes marinos de la costa limeña son impactados por la 
contaminación producida por la actividad humana, la  cual introduce 
microorganismos patógenos y potencialmente patógenos para el hombre al 
ecosistema acuático marino, favoreciendo de esta manera la persistencia de 
elementos genéticos como los integrones, ya sea en plásmidos o en el mismo 
cromosoma bacteriano, asociados con la virulencia de estos microorganismos. Las 
diferentes especies del género Vibrio, si bien forman parte de la flora autóctona 
marina, exhiben resistencia a diversos agentes antimicrobianos, la cual puede 
estar asociada a integrones y constituir un riesgo de salud pública desde el 
momento en que estas bacterias se asocian a especies hidrobiológicas 
consumidas por el hombre, afectando además la balneabilidad de las playas. 
3.2 OBJETIVOS 
3.2.1 OBJETIVO GENERAL 
• Identificar y caracterizar los integrones presentes en cepas de Vibrio spp 
aisladas de ambientes marinos de la costa limeña. 
• Relacionar la presencia de integrones con la resistencia a drogas en las 
cepas estudiadas. 
3.2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
• Aislar e identificar las cepas en estudio a nivel de especie.  
• Determinar los patrones de susceptibilidad y resistencia a antibióticos de las 
cepas en estudio. 
• Identificar y caracterizar los integrones de clase 1, 2, 3 y el superintegrón. 
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• Relacionar la presencia de integrones con la resistencia a antibióticos de 
uso clínico. 
• Identificar genes cassettes asociados a los integrones hallados.  
• Analizar las secuencias de las integrasas encontradas. 
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IV. MATERIAL Y MÉTODOS 
4.1 CEPAS BACTERIANAS 
Las cepas de Vibrio spp evaluadas en este estudio, pertenecen al cepario 
del Laboratorio de Microbiología Acuática del Centro de Investigaciones Acuícolas 
“Alexander Von Humbolt”-IMARPE, y fueron aisladas de muestras de agua de mar 
recolectadas de diferentes puntos de monitoreo del litoral limeño entre los años 
2006 y 2008 (Ver figura 4), -todas las muestras fueron aguas superficiales- la 
ubicación de dichos puntos de monitoreo se muestran en el anexo 1. Algunas 
estaban guardadas en stock y otras fueron aisladas para este proyecto durante el 
año 2008. 
4.1.1 REACTIVACIÓN DE LAS CEPAS EN STOCK 
Las cepas se reactivaron en caldo TSB suplementado con 2-3% de NaCl 
por 18-24 horas a temperatura ambiente. Se sembró una alícuota de cada cultivo 
por el método de estriado, en placas con Agar TCBS (Tiosulfato, citrato, sales 
biliares, sacarosa). Se seleccionó de cada placa, una colonia sacarosa positiva y/o 
sacarosa negativas de manera que se asegure la pureza de las cepas. 
4.1.2 TOMA DE MUESTRAS 
Las muestras de agua de mar fueron recolectadas entre los meses de abril 
a octubre de 2008, el organigrama de aislamiento de las cepas se muestra en el 
anexo 2.  
Para el recojo de las muestras se utilizaron frascos de vidrio de 250 mL 
previamente esterilizados, siguiendo el método descrito por Eaton et al. (2005). 
4.1.2.1 Transporte y procesamiento de la muestra 
Los frascos con las muestras de agua fueron almacenados en un 




Fig. 5. Puntos de monitoreo de donde fueron colectadas las muestras de agua para el 
aislamiento de los Vibrios. 
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4.1.2.2 Aislamiento de Vibrio 
El aislamiento de Vibrio se realizó siguiendo las técnicas reportadas según 
Caffer et al., 2007. 
4.1.2.3 Enriquecimiento selectivo 
Se realizó un enriquecimiento selectivo de las muestras, sembrando 
volúmenes iguales de Agua Peptonada Alcalina (APA) 2X (pH 8,5) y agua de mar. 
Se incubó a temperatura ambiente por 24 horas. 
4.1.2.4 Aislamiento de las cepas 
Se cogió una alícuota del cultivo en medio APA y se sembró por el méto do de 
estriado en placas con Agar TCBS. Se incubó a temperatura ambiente por 18-24 
horas. 
4.1.2.5 Selección de las colonias 
Del Agar TCBS, se procedió a aislar colonias circulares de diversos diámetros, 
amarillas (sacarosa positiva) y/o verdes (sacarosa negativa), característico de las 
especies de Vibrio.  
Las colonias aisladas se sembraron en frascos con Agar TSA complementado 
con ClNa 2% (pH 8,0 ± 0,4), utilizados para cepario hasta su posterior análisis de 
identificación y molecular. 
4.2 IDENTIFICACIÓN DE LAS CEPAS 
4.2.1. PRUEBAS BIOQUÍMICAS CONVENCIONALES 
Se realizó la identificación por bioquímica tradicional según Llop et al., 2001 
(sacarosa, oxidasa, Lisina, ornitina, lactosa, indol, manitol, Cloruro de Sodio al 0, 
1, 6, 7 y 10%) a 170 cepas de Vibrio, se consideró que las reacciones fueron 
positivas o negativas hasta 48 horas de incubación a 35 ó 37 °C; en algunas 
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cepas se realizó la identificación por API 20 NE, éstas por no presentar las 
características culturales esperadas en las pruebas bioquímicas convencionales. 
4.2.2 IDENTIFICACIÓN BIOQUÍMICA CON EL SISTEMA API 20 NE 
4.2.1.1 Preparación de la galería o cámara de incubación 
Se reunió la tapa con el fondo de la cámara de incubación y se procedió a 
colocar agua destilada estéril en los pocillos encontrados en la base, esto con el 
fin de crear una atmósfera húmeda.  
4.2.1.2 Preparación del inóculo 
Se cogieron de tres o cuatro colonias de cada cepa -sembradas 
previamente en agar TCBS- y se suspendió en solución salina (1% ClNa) hasta 
alcanzar la turbidez de 0,5 de la Escala de McFarland. 
4.2.1.3 Inoculación de la suspensión en la galería 
Se rellenaron los pocillos (y no las cúpulas) de los ensayos desde NO3 
(Nitrato) hasta PNPG (4-nitrofenil-βD-galactopiranosida), evitando la formación de 
burbujas. 
Se cogió 200 µL de la suspensión y se transfirió a una ampolla con  Medio 
API AUX, homogenizándolo. Con esto se rellenó los pocillos faltantes, desde el 
Glu (D-glucosa) hasta PAC (Ácido fenilacético). Se rellenó con aceite mineral a 
tres pocillos que contenían: D-glucosa, L-triptófano y L-arginina para generar la 
anaerobiosis. 
La cámara se incubó a 29 °C ± 2 °C por 24 horas (± 2 horas).  
4.2.1.4 Lectura e interpretación del API 20 NE 
Después de la incubación, la lectura se realizó comparando los resultados 
con la Tabla de Identificación para API 20 NE. 
La lectura para el ensayo de NO3 se realizó añadiendo una gota del reactivo 
NIT1 y NIT2; para el ensayo TRP, se añadió una gota del reactivo JAMES para los 
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ensayos de asimilación (D-glucosa, L-arabinosa, D-manosa, D-manitol, N-acetyl-
glucosamina, D-maltosa, gluconato potásico, ácido cáprico, ácido adípico, ácido 
málico, citrato trisódico, ácido fenilacético); se observó la presencia o ausencia de 
turbidez. 
4.2.1.5 Identificación de la cepa de Vibrio L22 por PCR 
La identificación de la cepa de Vibrio L22 se realizó mediante PCR, porque 
ésta presentó el gen intI4 del superintegrón, dicha prueba se realizó tomando los 
iniciadores 27f y 536r. Las condiciones del PCR se detallan en la Tabla 1. 
4.3 Determinación de la resistencia a antimicrobianos clínicos 
4.3.1 DISCOS DE ANTIBIÓTICOS PROBADOS. 
Todos los discos de antimicrobianos de uso clínico y la concentración de 
éstos utilizados en el presente estudio fueron: Cloramfenicol (C), 30 µg; 
Norfloxacina (Nor), 10 µg; Amikacina (Ak), 30 µg; Kanamicina (K), 30 µg; 
Ampicilina (A), 10 µg; Penicilina (P), ; Tetraciclina (Te), 30 µg; Aztreonam (Az), 30 
µg; Ceftazidima (Caz), 30 µg; Gentamicina (Ge), 10 µg; Amoxicilina (Amx), 25 µg; 
Nitrofurantoína (Nit),; Cotrimoxazol (Sxt), 25 µg; Ácido Nalidíxico (W), 30 µg y 
Ciprofloxacina (Cip), 5 µg. Todos fueron de la marca Oxoid. Previamente se 
comprobó la calidad de los antibióticos frente a la cepa E. coli ATCC 25922. 
Se realizó la prueba de suceptibilidad a la fosfomicina (50 µg), sólo a la 
cepa de Vibrio L22, porque ésta presentó el gen intI4 del superintegrón y hay 
reportes que éste codifica la resistencia a dicho antibiótico. 
4.3.2 EVALUACIÓN DE LA RESISTENCIA MICROBIANA 
La sensibilidad y la lectura de la resistencia microbiana en las cepas de 
estudio, se realizó siguiendo el método de disco difusión en placa con agar Müller 
Hinton (Sacsaquispe & Velásquez, 2002). 
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Las cepas reaisladas del agar TCBS fueron cultivados en caldo LB 1% NaCl 
a temperatura ambiente hasta alcanzar la turbidez del 0,5 de la escala de Mc 
Farland (1 - 2 x 108 UFC/mL para E. coli ATCC 25922). Se sumergió un hisopo 
estéril en la suspensión presionándolo por las paredes del tubo para eliminar el 
exceso del inóculo, inoculando sobre la superficie seca de la placa con agar Müller 
Hinton (1% NaCl), se estrió el hisopo en tres direcciones diferentes para asegurar 
la distribución uniforme del inóculo. Se dejó secar la placa a temperatura ambiente 
por unos minutos para que el exceso de humedad sea absorbida, los discos se 
colocaron sobre la superficie del agar con ayuda de una aguja estéril, presionando 
sobre cada disco para asegurar el contacto completo con la superficie del agar. 
Las placas se incubaron a 35 ºC por 16-18. 
4.3.3 LECTURA Y ANÁLISIS DEL ANTIBIOGRAMA 
Para la lectura del antibiograma, se midieron los diámetros de las zonas de 
inhibición completa (incluyendo el diámetro del disco) usando una regla 
milimetrada. El tamaño de los halos fueron comparados con la tabla de: 
Antibióticos y Diámetros Críticos para Enterobacterias del Manual de 
Procedimientos para la Prueba de Sensibilidad Antimicrobiana por el Método de 
Disco Difusión (Sacsaquispe y Velásquez, 2002); e interpretados como sensible, 
intermedia o resistente. 
4.4 EXTRACCIÓN DEL DNA 
4.4.1 PREPARACIÓN DE LAS CÉLULAS 
Las cepas de Vibrio spp se cultivaron en Caldo TSB 2% NaCl por 6 horas a 
temperatura ambiente. Posteriormente se cogió 1,5 mL del cultivo joven y se 
depositó en tubos para microcentrífuga, centrifugándolo a 13000 x g por 3 min 
para sedimentar las células. Se removió el sobrenadante dejando el precipitado 
bacteriano lo más seco posible. 
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4.4.2 LISIS DE LAS CÉLULAS 
Para el lisado de las cepas se agregó una solución de 200 µL de la resina 
Chelex 100 (Bio-Rad Laboratories, SIGMA) 5% (De Lambellerie et al., 1992) al 
precipitado bacteriano, homogenizando el precipitado con el Chelex en un vortex y 
se llevó a Baño María a 100 °C por 6 - 7 min para lisar las células  
4.4.3 RECUPERACIÓN DEL DNA 
Después del Baño María se centrifugaron los tubos de microcentrífuga a 
13000 x g por 5 min, recuperando el DNA. Se cogió 100 µL del sobrenadante y se 
depositó en un tubo nuevo almacenándolo a -20 °C hasta su utilización para las 
pruebas de PCR. 
4.4.4 AISLAMIENTO DEL CROMOSOMA 2 
Se realizó el aislamiento del cromosoma 2 para confirmar si el integrón se 
encontraba en el cromosoma 1 o cromosoma 2. 
4.4.4.1 Preparación de las células.  
1. Se preparó 4 mL de caldo TSB suplementado con NaCl 2%, inoculando 40 
µL de un cultivo inicial de la cepa de Vibrio e incubados a temperatura 
ambiente por 24 horas. 
2. Se colocó 1,5 mL del cultivo a un tubo de microcentrífuga, centrifugándolo a 
13000 x g por 3 min para sedimentar las células. 
3. Se removió el sobrenadante por aspiración, dejando el pellet bacteriano lo 
más seco posible. 
4.4.4.2 Lisis de las células. 
4. Se resuspendió el pellet bacteriano con 100 µL de solución para lisis alcalina 
I fría con agitación vigorosa. 
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5. Se agregó 200 µL de solución para lisis alcalina II a la suspensión 
bacteriana, cerrando fuertemente el tubo y homogenizando el contenido 
invirtiendo el tubo 10-15 veces (rápidamente), incubándolo a temperatura 
ambiente por 5 min. 
6. Se agregó 150 µL de solución para lisis alcalina III, se cerró fuertemente el 
tubo y se homogenizó con el lisado bacteriano invirtiendo el tubo varias 
veces, incubando el tubo en frío a temperatura ambiente por 3-5 min. 
7. Se centrifugó el lisado bacteriano a 13000 x g por 10 min en una 
microcentrífuga. 
8. Se transfirió cuidadosamente el sobrenadante con la ayuda de una 
micropipeta a un tubo nuevo. 
4.4.4.3 Recuperación del cromosoma 2 
9. Se precipitaron los ácidos nucleicos del sobrenadante agregando dos 
volúmenes de etanol puro a temperatura ambiente, homogenizando la 
solución con vortex y dejando después el tubo en posición vertical por 5 min 
a temperatura ambiente. 
10. Se colectaron los ácidos nucleicos precipitándolo por centrifugación a 13000 
x g por 10 min en una microcentrífuga. 
11. Se removió cuidadosamente el sobrenadante por aspiración dejando 
después el tubo en posición invertida sobre un papel secante para permitir 
que los fluidos se sequen. 
12. Se agregó 1 mL de etanol 70% al precipitado y se homogenizó suavemente, 
recuperando el DNA por centrifugación a 13000 x g por 10 min, removiendo 
todo el sobrenadante por aspiración, dejando el tubo abierto a temperatura 
ambiente por 10-15 min hasta que el etanol se evapore y no se observe 
algún fluido. 
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13. Se disolvió los ácidos nucleicos con 50 µL de agua ultra pura libre de 
nucleasas, se agitó la solución suavemente con un vortex por pocos 
segundos, almacenándolo a -20 °C hasta su utilización. 
4.5 DISEÑO DE INICIADORES PARA PCR 
Las secuencias de los iniciadores usados en este trabajo se muestran en la 
tabla 1. Los iniciadores se diseñaron para la amplificación de una porción de la 
integrasa, 16S y demás genes relacionados a los integrones, la secuencia de 
algunos iniciadores fueron obtenidos de artículos publicados y otros fueron 
diseñados usando los programas Primer3 Input (versión 0.4.0) y el Primer 
SeqBuilder (LaserGen); la especificidad de los mismos se verificó con las 
secuencias génicas obtenidas del GenBank, realizando el BLAST de nucleótidos. 
En relación al diseño de los iniciadores VCR-F, VCR7-F y Vcr2-R-
transposase se basó tomando las secuencias de los VCRs almacenados en el 
Genbank o de secuencias reportadas en las referencias, ya que estos tienen una 
similaridad entre el 95 - 97%, lo que hace difícil el diseño de iniciadores 
específicos, se optó por diseñar iniciadores en relación del tipo de VCR que está 
asociado a los genes cassettes de interés en este estudio. 
4.6 AMPLIFICACIÓN DE LA INTEGRASA, 16S Y GENES DEL 
SUPERINTEGRÓN POR PCR 
4.6.1 PRIMERS O INICIADORES 
Para la amplificación del gen de la integrasa (intI), 16S y genes de función 
metabólica o de virulencia reportados al superintegrón, se utilizaron los iniciadores 
mencionados en la tabla 1. Se estandarizaron las condiciones del PCR, siguiendo 
las instrucciones provistas para la Taq polimerasa comercial y de las condiciones 




4.6.2 MEZCLA DE REACCIÓN PARA LA AMPLIFICACIÓN 
La reacción de amplificación se llevó a cabo en un Termociclador para PCR 
(TermoCycler MJ Research), se preparó una mezcla de reacción conteniendo 20 
pmol de cada iniciador o primer, 0,2 mM de cada desoxinucleótido trifosfato 
(dNTPs), 1,5 mM de MgCl2, 1 U de Taq polimerasa (Invitrogen), Buffer 1 X [20 mM 
Tris-HCl (pH 8,4, 50 mM KCl)] para la PCR; de la mezcla se tomaron 24 µL para 
depositarlo en tubos Eppendorf para PCR. 
4.6.3 CONDICIONES DE LA PCR 
Las condiciones de la PCR para la amplificación de los genes se muestran 
en la Tabla 1. 
4.7 CONFIRMACIÓN DE LA PRESENCIA DE GENES DE FUNCIÓN 
METABÓLICA O DE VIRULENCIA REPORTADOS PARA EL 
SUPERINTEGRÓN 
Se diseñaron iniciadores para la confirmación de la presencia de genes 
asociados al superintegrón, los iniciadores VCR-F, VCR7-F y Vcr2-R-transposase 
fueron diseñados para confirmar que los genes cassettes encontrados están 
ubicados en el superintegrón (Ver Tabla 1). 
4.8 VISUALIZACIÓN DE LOS PRODUCTOS DE PCR 
Para la visualización de los productos del PCR, se tomaron 3 µL de Buffer 
carga y 7 µL del producto amplificado, los cuales fueron separados por 
electroforesis en geles de agarosa 1% en Buffer TAE 1 X a 80 mV por 60 min, el 
gel fue teñido con bromuro de etidio (1 µg/mL) por 10 min, las bandas se 
visualizaron en un transiluminador y luego fue fotografiado. Para observar el peso 




Tabla 1. Iniciadores utilizados para la amplificación de las integrasas y condiciones 
de la PCR para la amplificación. 
Condiciones del PCR 
Primer Secuencia (5´→3´) 
Gen 





intI1 94 °C, 60 s 58 °C, 60 s 72 °C, 60 s 923 
inti2F GCAAATGAAGTGCAACGC 
inti2R ACACGCTTGCTAACGATG 
intI2 94 °C, 60 s 53 °C, 60 s 72 °C, 60 s 467 
Inti3F AGTGGGTGGCGAATGAGTG 
Inti3R TGTTCTTGTATCGGCAGGTG 
intI3 94 °C, 60 s 62 °C, 60 s 72 °C, 60 s 600 
INT-4U GTGTTCGCGAATTTATGC 
INT-4D ACGGGATAATGGGCTTAA 
intI4 94 °C, 60 s 56 °C, 60 s 72 °C, 60 s 936 
mrhF GAAGAGTTGTTTCGTGAAGT 
mrhR CGATAATGATATCCCATACC 
mrhB 94 °C, 60 s 52 °C, 60 s 72 °C, 30 s 173 
INTI4-1F GAGTGTATGCGCTTGAGAG 546 
INTI4-2R CCCTTACCTTGCCAGATT 




16S 94 °C, 60 s 63 °C, 60 s 72 °C, 60 s ≈ 530 
Mut-F GGGTGGTTCTATTGATGC 
Mut-R TGTGTAACTGCCCAAATG 
mutT 94 °C, 60 s 52 °C, 60 s 72 °C, 28 s 289 
Lipo-F CCCGAATCAGTAAAACC 
Lipo-R AATGCCTCGTTCTACAGTC 





94 °C, 60 s 54 °C, 60 s 72 °C, 50 s 751 
higAB-F GTCTTTGCCTATGGATGC 
higAB-R GGCTAACTTGATTGCTACC 
HigAB 94 °C, 60 s 54 °C, 60 s 72 °C, 50 s 516 
IS5-F ATGGCTAATTGGTTGTCG 
IS5-R GGTACAGCTTAAGTGACGAA 
IS5 94 °C, 60 s 54 °C, 60 s 72 °C, 28 s 709 
doc-F AACCAGGAATGAAAGGAG 
Doc-R TGCGTATTGTGCGTAGAG 
Doc 94 °C, 60 s 54 °C, 60 s 72 °C, 28 s 314 
VCR-F CAAGAGGGACTGTCAACG Con Mut-R 94 °C, 60 s 54 °C, 60 s 72 °C, 38 s 523 
VCR7-F TAACAAACGCCTCAAGCG      
Vcr2-R-
transposase 
CGCACTACCACTAAACTCAA      
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4.9 SECUENCIAMIENTO DEL LOS PRODUCTOS DE PCR DEL GEN 
intI4 Y 16S EN LA CEPA DE Vibrio L22 
Para obtener la secuencia de los genes amplificados en los apartados 
anteriores, se utilizó el método basado en la síntesis y terminación con 
dideoxinucleótidos fluorescentes. La purificación de los fragmentos obtenidos por 
PCR y secuenciación de estos fue realizada por la empresa MacrogenUSA 
(Maryland-USA). Para ello se envió 40 µL de cada amplificado y 20 µL de cada 
primer a una concentración de 10 pmol/µL a la mencionada empresa para el 
secuenciamiento de ambas hebras utilizando los iniciadores que se detallan en la 
tabla 2.  
Tabla 2. Iniciadores utilizados para el secuenciamiento 
de los fragmentos. 










4.9.1 Análisis del Secuenciamiento. 
La confirmación de la integrasa del superintegrón y la identificación de la cepa 
portadora del mismo se evaluó mediante el análisis del gen intI4 y 16S que fueron 
analizadas usando la secuencia nucleotídica obtenidas después del 
secuenciamiento comparándolas con las  secuencias almacenadas en el Genbank 
con la ayuda de programas bioinformáticos (BLAST de nucleótidos, BioEdit). 
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V. RESULTADOS 
5.1 IDENTIFICACIÓN DE LAS CEPAS 
Se identificó las siguientes especies de Vibrio spp de una población de 170 
cepas, el porcentaje de cada especie se observa en la Tabla 3 y los resultados 
obtenidos de las pruebas bioquímicas se observan en el anexo 3.  
 
Tabla 3. Frecuencia de las cepas identificadas de 
Vibrio. 
Especies del género Vibrio N % (n=170) 
V. alginolyticus 121 71.18 
V. vulnificus 17 10.00 
V. parahaemolyticus 7 4.12 
V. carchariae 5 2.94 
V. damsela 5 2.94 
V. cincinnatiensis 5 2.35 
V. fluviales 4 2.35 
V. metschnikovii 4 2.35 
V. cholerae 2 1,18 
V. mimicus 1 0.59 
 
5.2 RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS CLÍNICOS. 
Se observó que todas las cepas fueron resistentes a varios antibióticos, el 
100% es resistente a ampicilina, penicilina y amoxicilina; 22,9% a nitrofurantoína, 
18,2% a kanamicina, 14,7% a amikacina, 8,82% a aztreonam, 2,4% a 
ciprofloxacina, 1,8% a gentamicina, 0,6% a ceftazidima, a cloramfenicol, a 
cotrimoxazol y a ácido nalidíxico. Ninguna de las cepas presentó resistencia a 
norfloxacina y tetraciclina (Ver Fig. 6). 
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Fig. 6. Frecuencia de resistencia a cada antibiótico probado en las cepas de Vibrio. A: 
Ampicilina, Amx: Amoxicilina, P: Penicilina, Nit: Nitrofurantoína, K: Kanamicina, Ak: Amikacina, Az: 
Aztreonam, Cip: Ciprofloxacina, Ge: Gentamicina, Caz: Ceftazidima, Sxt: Cotrimoxazol, C: 
Cloramfenicol, W: Ácido Nalidíxico, Nor: Norfloxacina, Te: Tetraciclina. 
 
Se hallaron 25 antibiotipos diferentes en el total de las cepas siendo los 
más frecuentes: A, Amx, P (53,53%) y A, Amx, P, Nit (15,29%) (Ver Tabla 4). 
Además los resultados del antibiograma muestran que todas las cepas son 
multirresistentes a los antibióticos, pues el 100% de las cepas son especialmente 










Tabla 4. Frecuencia de los espectros de resistencia a antibióticos de 
uso comercial producidas en las cepas de Vibrio spp. aisladas en el 
mar Limeño. 





3 A, Amx, P 91 53,53  
4 A, Amx, P, Nit 26 15,29 
6 A, Amx, P, Nit, K, Ak 8 4,71 
4 A, Amx, P, K 8 4,71 
4 A, Amx, P, Ak 7 4,12 
5 A, Amx, P, Nit, K 4 2,35 
5 A, Amx, P, Nit, Ak 4 2,35 
7 A, Amx, P, Nit, K, Ak, Az 4 2,35 
6 A, Amx, P, Nit, Az, Cip 2 1,18 
7 A, Amx, P, K, Ak, Cip, Nit 1 0,59 
5 A, Amx, P, K, Ak 1 0,59 
6 A, Amx, P, Nit, K, Az 1 0,59 
6 A, Amx, P, Nit, K, Cip 1 0,59 
5 A, Amx, P, Nit, Az 1 0,59 
5 A, Amx, P, Nit, Cip 1 0,59 
5 A, Amx, P, Nit, C 1 0,59 
6 A, Amx, P, Nit, Az, Ge 1 0,59 
6 A, Amx, P, Nit, Az, Caz 1 0,59 
6 A, Amx, P, Nit, Sxt, W 1 0,59 
5 A, Amx, P, K, Az 1 0,59 
4 A, Amx, P, Az 1 0,59 
5 A, Amx, P, Az, Cip 1 0,59 
5 A, Amx, P, Az, Ge 1 0,59 
5 A, Amx, P, Ak, Cip 1 0,59 
4 A, Amx, P, Ge 1 0,59 
A: Ampicilina, Amx: Amoxycilina, P: Penicilina, Nit: Nitrofurantoína, K: Kanamicina, Ak: 
Amikacina, Az: Aztreonam, Cip: Ciprofloxacina, Ge: Gentamicina, Caz: Ceftazidima, Sxt: 
Cotrimoxazol, C: Cloramfenicol, W: Ácido Nalidíxico, Nor: Norfloxacina, Te: Tetraciclina. 
 38 
5.3 PRESENCIA DEL CROMOSOMA 2 
Realizada la extracción del cromosoma 2, se observó que la cepa de V. 
cholerae L22 hospedaba un plásmido de aproximadamente 1400 pb y el 
cromosoma 2 cuyo peso molecular escapa al marcador usado. (Ver Fig. 7). 
 
Fig. 7. Representación del 
Cromosoma 2 aislado en la cepa 
de Vibrio L22.  
1: Marcador de Peso Molecular 
MassRuller (Fermentas). 
2: Cromosoma 2 de Vibrio L22. 
5.4 PRESENCIA DEL INTEGRÓN DE CLASE 1, 2, 3 Y EL 
SUPERINTEGRÓN 
 Después de realizar el PCR a las cepas, sólo la cepa de Vibrio L22 mostró 
tener el gen intI4 (Fig. 8) dando un amplificado de 936 pb, entonces utilizando los 
iniciadores INT-4U, INT-4D, INTI-1F, INTI-2R se amplificaron los fragmentos de 
546 y 460 pb (Fig. 8) de la integrasa de este superintegrón. Los resultados del 
secuenciamiento (Ver Figs. 9, 10, 11 y 12) de los amplificados usando estos 
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iniciadores muestran una homología del 98 al 99% después de haber realizado el 
BLAST de nucleótidos. 
5.4.1 Presencia del gen intI4 en el cromosoma 2 aislado. 
Después de estandarizar la PCR para el gen intI4, se realizó la reacción 
tomando como DNA molde el DNA cromosómico total y el cromosoma 2, 
observando que el gen intI4 se amplificó tanto en ambos moldes, encontrando y 
confirmando que esta integrasa se encuentra en el cromosoma 2 aislado (Ver Fig. 
8). 
Fig. 8. Amplificación por PCR del 
gen intI4 del integrón de clase 4 o 
superintegrón en la cepa de Vibrio 
L22. 
M: Marcador de Peso Molecular 
MassRuller (Fermentas). 
1: Amplificación del gen intI4 del DNA 
total. 
2 y 3: Amplificación gen intI4 
realizados para el secuenciamiento. 














































































































































































































5.5 RELACIÓN ENTRE LA RESISTENCIA A ANTIBIÓTICOS CON 
LA PRESENCIA DE INTEGRONES 
Después del antibiograma, se observó que todas las cepas presentaban los 
mismos patrones de resistencia a antibióticos, especialmente con las Penicilinas, 
por lo que no se encontró alguna relación directa que ligue la resistencia a 
antibióticos con el integrón. 
5.6 IDENTIFICACIÓN MOLECULAR DE LA CEPA L22 POR EL 
ANÁLISIS DEL GEN 16S 
Se realizó la identificación molecular de la cepa L22 por el análisis del gen 
16S porque este mostró la presencia del gen intI4 del superintegrón, después de 
realizar el BLAST de nucleótidos se observó que la cepa es 99% idéntica al gen 
16S de V. cholerae, pues reportes como de Mazel et al., 1998; Clark et al., 2000; 
Fluit & Schmitz, 2004; reportan la presencia de este superintegrón en V. cholerae. 







































































































5.7 PRESENCIA DE LOS GENES DE VIRULENCIA 
Realizada la PCR para la amplificación del gen de la hemaglutinina manosa 
resistente, mutT, transposasa OrfAB, Secuencias de inserción IS5, lipoproteínas, 
loci HigAB y doc; se confirmó la presenia del mutT, transposasa OrfAB e HigAB 
(Fig. 15). 
Fig. 15. Amplificación del gen del mutT, transposasa OrfAB e HigAB. M: Marcador de Peso 
Molecular MassRuller (Fermentas). 1: hemaglutinina manosa resistente. 2: transposasa OrfAB. 3: 




5.8 CONFIRMACIÓN DE LA PRESENCIA DE GENES DE FUNCIÓN 
METABÓLICA O DE VIRULENCIA REPORTADOS PARA EL 
SUPERINTEGRÓN 
Así mismo se realizó el PCR con los iniciadores VCR-F, VCR7-F y Vcr2-R-
transposase; para comprobar y confirmar que estos genes de virulencia están 
ubicados en el superintegrón, observando que sólo el gen relacionado a la familia 




Fig. 16. Presencia del mutT en el 
superintegrón de la cepa de Vibrio L22. 
M: Marcador de Peso Molecular MassRuller 
(Fermentas). 




El género Vibrio está ampliamente distribuido en aguas costeras, lo que 
queda ratificado en esta investigación, logrando aislar cepas de V. cholerae y otros 
Vibrio spp, cómo V. parahaemolyticus, V. vulnificus, V. mimicus, V. alginolyticus, 
V. hollisae, que son reconocidos como patógenos humanos (Eiler et al., 2006); en 
el Perú algunas de estas especies han sido reportadas previamente en muestras 
de pacientes con cuadro de diarrea aguda (Ibarra et al., 1999; Gil et al., 2004). 
 
En este trabajo se reporta sólo dos cepas de V. cholerae, esto puede 
deberse especialmente al factor temperatura de las masas de agua del litoral 
limeño que tiende a estar en un promedio de 16 a 17 °C, la temperatura fría de la 
costa peruana influenciada por la Corriente de Humbolt, no facilitaría la 
proliferación de esta especie. Sin embargo, la temperatura  no es el único factor 
imprescindible para la viabilidad de V. cholerae en el ambiente, pues varios 
estudios demuestran que esta especie normalmente está presente en ambientes 
acuáticos tropicales y temperados, de manera que su distribución también es 
afectada por otros factores abióticos como pH, salinidad, exposición a rayos UV, 
entre otros (Nair et al., 2002; Gil et al., 2004, Sedas, 2007; Martinez-Urtaza et al., 
2008). 
 
La presencia de Vibrio cholerae O1 en el Perú tiene características 
endémicas y la ocurrencia de la bacteria en el litoral peruano obedece a factores 
ambientales, facilitados por el Evento El Niño Oscilación Sur (ENOS) los cuales 
están asociados con el incremento de los casos de cólera (Ibarra et al., 1999). Son 
pocos los reportes que tratan sobre el aislamiento de esta especie en muestras 
ambientales de agua mar en el litoral peruano, pues sólo Gil et al. (2004) 
reportaron haber identificado 10 (5,6%) cepas de V. cholerae de un total de 178 
muestras, siendo también identificadas por la prueba directa de fluorescencia con 
anticuerpos en 26 de unas 159 muestras (16.4%). En este trabajo se verificó la 
identificación de la especie por API 20 NE y PCR resultando éste el segundo 
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reporte sobre el aislamiento de V. cholerae en la costa peruana con una 
frecuencia de 1,18%. 
 
Así mismo se aisló e identificó un número significativo de V. alginolyticus 
(71,18%), siendo ésta la especie que predomina bajo las condiciones climáticas de 
áreas marino costeras del litoral limeño. En relación a V. parahaemolyticus, sólo 
se obtuvo un 4,12% del total de las cepas. La cepa L22 mostró la presencia del 
gen intI4 del Superintegrón, después de realizar el BLAST de nucleótidos  se 
observó que la cepa es 99% idéntica al gen 16S de V. cholerae, pues reportes 
como de Mazel et al., 1998; Clark et al., 2000; Fluit & Schmitz, 2004; reportan la 
presencia de este superintegrón en Vibrio cholerae. 
 
En relación a la resistencia a antibióticos clínicos, se hallaron 25 antibiotipos 
diferentes siendo los más frecuentes: A, Amx, P (53,53 %) y A, Amx, P, Nit (15,29 
%). Además los resultados del antibiograma muestran que todas las cepas son 
multirresistentes a los antibióticos, pues el 100% de las cepas son especialmente 
resistentes a la ampicilina, amoxicilina, penicilina (pertenecientes al grupo de las 
penicilinas), siendo éstas cepas multirresistentes a tales antibióticos.  
 
Los estudios de resistencia a antibióticos en este género se realizaron 
especialmente en V. cholerae, los antibiogramas que se realizaron en 1991, 
cuando este microorganismo apareció originando la epidemia del cólera en el 
Perú, no señalaron alguna resistencia tal como se menciona en en el trabajo 
publicados ese año por Guevara et al. (1991). Sin embargo, la resistencia a 
antibióticos en cepas clínicas fue aumentando, Tolmos (1992), reportó 1,2% de 
resistencia a ampicilina, Guevara et al. (1994) reportaron 8,4% de resistencia a 
ampicilina, Leo (2000) reporta en cepas de V. cholerae O1 de origen clínico 
aisladas en los años 1991, 1992 y 1993 una frecuencia de resistencia del 5,7% 
siendo el 1,9% del total de las cepas resistente a ampicilina; posteriormente Ibarra 
et al. (2000) relataron, en cepas de V. cholerae también de origen clínico aisladas 
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en 1998, una resistencia a penicilina del 3,1%.y Guevara et al. (2000) una 
resistencia a la ampicilina del 24,7%. Dabanch et al. (2009) no encontraron 
ninguna cepa de V. parahaemolyticus susceptible a ampicilina en un brote 
infeccioso en Chile. Lo que se está observando es que con el paso de los años la 
resistencia a antibióticos está aumentando, conclusión que concuerda con los 
resultados obtenidos por Ibarra & Alvarado (2007), pues como ya se mencionó 
líneas arriba, las cepas en estudio presentan una resistencia al grupo de las 
penicilinas en un 100%, en comparación con reportes anteriores. Destaca la 
expresión de resistencia a ciprofloxacina y amikacina de la cual no hay muchos 
reportes en cepas de origen ambiental. 
 
En relación a cepas de origen ambiental Stabili et al. (2010) reportan una alta 
resistencia a ampicilina y estreptomicina en Vibrio sp. AO1; Vaseeharan et al. 
(2005) también reportaron un 100% de resistencia a ampicilina en cepas de Vibrio 
spp aisladas de agua de estanque. La resistencia a las penicilinas en el género 
Vibrio estaría mediada por producción de β-lactamasas (Ferreira et al., 1992; Fluit 
& Schmitz, 2004) localizadas en el cromosoma o en algún plásmido de resistencia 
(Kruse et al., 1995; Choury et al., 1999; Teo et al., 2000; Dalsgaard et al., 2000; 
Ceccarelli et al., 2006). 
 
Los resultados sugieren que la resistencia encontrada, en las cepas 
estudiadas, no está ligada con algún integrón de resistencia como fue postulado al 
inicio de este trabajo, considerando varios reportes previos para el género Vibrio y 
otras especies, en los que se reporta la presencia de β-lactamasas asociadas a 
integrones, especialmente en el integrón de clase 1 (Dalsgaard et al., 2000; Shi et 
al., 2006; Poirel et al., 2010). La resistencia a los demás antibióticos podría estar 
mediada por la producción de proteínas de membrana (porinas) o proteínas 
transportadoras como la VA2212 (fadl) que otorga resistencia a kanamicina, ácido 
nalidíxico en V. alginolyticus (Xiong et al., 2010). 
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En relación al grupo de antibióticos asociados con la vigilancia de resistencia 
antimicrobiana (ampicilina, cloramfenicol, cotrimoxazol, tetraciclina) (Sacsaquispe 
& Velásquez,  2002), las cepas de estudio son resistentes a la ampicilina, siendo 
mayormente sensibles a los demás antibióticos de este grupo; en la misma 
referencia los autores mencionan que las cepas de V. cholerae tienden a tener 
una resistencia natural a la penicilina, dato que se corrobora con los resultados  de 
este trabajo y con las demás especies de Vibrio.  
 
Este estudio describe la prevalencia de genes de resistencia a antibióticos en 
cepas ambientales aislados del litoral limeño encontrando que tales cepas pueden 
ser reservorios de genes de resistencia. La elevada prevalencia y el depósito de 
múltiples cepas resistentes a los antibióticos indican la necesidad de realizar una 
vigilancia epidemiológica para observar periódicamente los patrones de 
susceptibilidad antimicrobiana. 
 
El aislamiento del cromosoma 2 mostró un plásmido de 1400 pb el cual no se 
consideró por no ser objetivo de este estudio, se confirmó la presencia del 
cromosoma 2 al amplificar el loci HigAB, que según Heidelberg et al., (2000); 
Christensen-Dalsgaard & Gerdes (2006) y Budde et al., (2007); este loci es 
encontrado en el cromosoma 2 y éste ayudaría al mantenimiento de tal en el 
hospedero, ya que tal cromosoma tiene importancia tanto metabólica como de 
virulencia.  
 
Después de estandarizar los parámetros de la PCR, no se observó la 
presencia del gen de la integrasa de clase 1 (intI1) y de clase 2 (intI2) en el total 
de las cepas, resultado no concordante con otros artículos pues dichos integrones 
ya han sido reportados para el género Vibrio, especialmente en cepas de V. 
cholerae de origen clínico y ambiental (Ceccarelli et al., 2006; Shi et al., 2006; 
Opintan et al., 2008). En relación al integrón de clase 3 éste tampoco fue 
observado, cabe resaltar al respecto que hasta el momento no hay reportes que 
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confirmen la presencia de este integrón en la familia Vibrionaceae tanto en cepas 
de origen clínico y ambiental. Así mismo se observó la presencia del gen intI4 de 
la integrasa del superintegrón en V. cholerae, siendo este último reportado para 
este género (Clark et al., 2000; Rowe-Magnus et al., 2001). Todas las cepas de 
Vibrio utilizadas fueron aisladas de muestra de agua de mar y la ocurrencia de la 
presencia de integrones en bacterias de origen ambiental es baja, ya que en este 
trabajo la presencia de integrones (el de clase 4) en todas las cepas de Vibrio 
evaluadas en este trabajo es de 0,59%, resultados obtenidos por Laroche et al., 
(2009) en cepas de E. coli aislados de estuarios, determinó una frecuencia del 
11% para la presencia de los genes intI1 e intI2, en este caso el gen intI3 no fue 
detectado; Ozgumuz et al., (2007) determinaron una frecuencia del 2,5% en la 
presencia del integrón de clase 1, también en cepas de E. coli aislados de aguas 
de manantial o de uso público. En relación a Vibrio, Bakhshi et al. (2009) reportó 
una frecuencia del 5,4% en la presencia del integrón de clase 1 en cepas de V. 
cholerae no-O1 y no-O139 aislados de ambientes acuáticos confirmando que la 
presencia de integrones en cepas de origen ambiental es baja, pero en cambio 
Taviani et al. (2008) reportaron la frecuencia de un 26,3% de cepas de Vibrio spp 
aisladas de muestras de agua de mar y de río, portadoras del integrón de clase 1; 
contradiciendo lo ya mencionado. 
 
Las amplificaciones realizadas con los iniciadores para las integrasas (Tabla 1) 
relacionando con los resultados de los antibiogramas, no se encontró alguna 
relación de resistencia a antibióticos con los cuatro tipos de integrones probados, 
que fue uno de los objetivos de este trabajo, pues al encontrar que un buen 
número de cepas presenta la multirresistencia a antibióticos daba indicio de la 
presencia de algún integrón portador de los genes de resistencia, estos resultados 
no se relacionan con lo reportado por Fluit & Schmitz (2004), Rajpara et al., 
(2009); pues ellos reportan que varios grupos bacterianos tienden a ser más 
resistentes a diversos antibióticos, especialmente en cepas de brotes 
hospitalarios, y que dicha resistencia está asociada significativamente a la 
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presencia de algún integrón en el microorganismo. La baja asociación entre los 
genes de resistencia a antibióticos e integrones sugiere que la selección y difusión 
de tales resistencias sólo ha tenido poca o ninguna influencia en la propagación de 
los integrones y viceversa en estas cepas de Vibrio aisladas en el litoral limeño. 
Sin embargo, el mantenimiento de los diferentes tipos de integrones encontrados 
en cepas provenientes de otras fuentes de aislamiento, como los ambientes 
clínicos por ejemplo, refleja una continua preservación y/o selección previa de 
algún plásmido u otro tipo de material genético específico en el que estos 
integrones puedan estar hospedados y mantenidos en sus hospederos. 
 
Trucksis et al., (1998) y Rowe-Magnus et al., (2001), reportan la presencia del 
gen intI4 en el cromosoma 2, resultado similar al que se obtuvo en este trabajo 
después de la reacción de PCR con el DNA plasmídico. Pues a diferencia de los 
demás integrones que están asociados a elementos genéticos móviles (plásmidos 
por ejemplo), este superintegrón tuvo una coevolución significante con el genoma 
del hospedero haciendo que éste sea altamente sedentario (Rowe-Magnus et al., 
2002). Además este superintegrón al estar alojado en el cromosoma 2 difícilmente 
sería retirado de este genoma, pues como se sabe este cromosoma 2 posee 
genes de importancia para la viabilidad de la cepa portadora, además por su 
tamaño sería muy difícil su transferencia horizontal a otras cepas receptoras de 
material genético extracromosómico. Las funciones del cromosoma 2 estarían 
relacionadas con el superintegrón, ya que Rowe-Magnus et al., (2002) reportaron 
que los genes casettes de V. cholerae codifican para una variedad de funciones 
adaptativas incluyendo actividades metabólicas, factores de virulencia y un 
potencial determinante en la resistencia a antibióticos, haciendo que esta se 
adapte rápidamente a nuevos nichos ecológicos. 
 
En relación al superintegrón, hay reportes publicados sobre la presencia de 
genes de función metabólicas o de virulencia, entre ellas: la proteína resistente a 
fosfomicina y glutation transferasa; varias enzimas que participan en el 
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metabolismo de DNA (familia de proteínas mutT, transposasa OrfAB, Secuencias 
de inserción IS5, y una integrasa), genes potenciales de virulencia (hemaglutininas 
y lipoproteínas) y tres genes que codifican productos génicos similares a las 
proteínas de adhesión al hospedero (higA, higB y doc); genes como la 
cloramfenicol acetiltransferasa, qnr y dfr6, los cuales otorgan resistencia al 
cloramfenicol, ciprofloxacina y al trimethoprim respectivamente (Franzon et al., 
1993; Barker et al., 1994; Clark et al., 1997; Heidelberg et al., 2000; Fonseca et al., 
2008; Kumar & Thomas, 2009); por lo que se diseñaron iniciadores para  confirmar 
la presencia y ubicación de estos genes en el superintegrón. En este caso no se 
diseñaron iniciadores para los genes de resistencia a cloramfenicol, ciprofloxacina 
y fosfomicina porque la cepa que presentó el superintegrón (V. cholerae L22) no 
mostró alguna resistencia hacia estos antibióticos. 
 
Debido a reportes previos en relación a la hemaglutinina manosa y fucosa 
resistente (HMFR) (Barker et al., 1994; Franzon et al., 1993, Clark et al., 1997; 
Carattoli, 2001), los genes doc, Secuencias de Inserción IS5, y lipoproteínas en 
esta cepa (Heidelberg et al., 2000), localizado en genes cassettes ligados a VCRs 
en el superintegrón de V. cholerae, se trató de evidenciar la presencia de estos 
locus en la cepa L22 intI4+ mediante pruebas de PCR, pues hay reportes que 
asocian la presencia de estos factores de virulencia con el superintegrón, sin 
embargo estos no fueron evidenciados. La ausencia de estos factores de 
virulencia se debería a que la cepa L22 que presentó el gen intI4 fue aislado de 
una muestra ambiental (agua de mar), pues cepas aisladas de muestras 
ambientales tienden a no presentar genes de patogenicidad; Núñez et al., (2009), 
mostraron que genes encontrados en Islas de Patogenicidad de V. 
parahaemolyticus sólo son encontrados en cepas de aislados clínicos mas no de 
los que provienen de muestras ambientales; Zhang et al., (2004) también reporta 
que los genes de patogenicidad tdh y trh están presentes preferentemente en 
cepas de V. parahaemolyticus de origen hospitalario, estos genes no están 
presentes en cepas de origen ambiental.  
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Se observó la presencia de la Transposasa OrfAB, pero con las pruebas 
adicionales se demostró que tal secuencia no está ubicada en el Superintegrón, 
esto se debería a la capacidad de translocación que posee dicho material genético 
y por lo tanto éste se situaría en otra porción del cromosoma 2. El loci HigAB o 
llamado también loci Toxina-antitoxina (TA), está presente en el cromosoma 2 mas 
no en el superintegrón, datos no relacionados con los obtenidos por Budde et al., 
(2007) y Heidelberg et al., (2000), quienes reportan que tal loci está ubicado en el 
superintegrón, pero resultados obtenidos por Christensen-Dalsgaard & Gerdes 
(2006) demuestran que tal loci contribuye en el mantenimiento y estabilidad 
genética del cromosoma 2, dicho resultado se debe tomar en cuenta con los 
obtenidos en el trabajo, ya que el HigAB ayudaría en la estabilidad de este 
cromosoma en la cepa de Vibrio L22, los resultados son comparables con los 
obtenidos por Budde et al., (2007), Christensen-Dalsgaard & Gerdes (2006), 
Heidelberg et al., (2000).  
 
En relación al gen relacionado a la familia de proteínas mutT, éste sí está 
ubicado en el superintegrón, siendo este resultado comparable con el obtenido por 
Heidelberg et al., (2000), ya que este gen tiene la función de hidrolizar análogos 
mutagénicos como 8oxo-dGTP y 8oxo-GTP, eliminando las bases oxidadas de 
estos nucleótidos e impidiendo que éstos se incorporen en la síntesis del DNA y 
de RNA (Kamiya et al., 2004; Rotman & Kuzminov, 2007), por lo que  sería 
importante para la cepa de Vibrio L22 mantener este gen cassette. Las bacterias 
de origen ambiental siempre estan expuestas a radiación UV y otros factores de 
estrés, la sensibilidad a los rayos UV pueden tener un papel significativo en la 
reducción de la supervivencia y la capacidad de propagación del Vibrio en el 
océano (Abboudi et al., 2008; Zabala et al., 2009). En este caso, en relación al 
Superintegrón, la cepa mantendría genes cassettes de vías metabólicas, los 
patrones de resistencia a las penicilinas estarían ligadas a otro material genético, 
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en comparación a otros estudios realizados en Vibrio (Ripabelli et al., 2003; Pan et 
al., 2008). 
 
Hasta el momento este sería el primer trabajo que reporta la evaluación de 
factores de resistencia (integrones) y patrones de resistencia a diversos 
antibióticos de uso clínico en cepas de Vibrio aisladas en el litoral limeño, y 
también el segundo trabajo que reportaría el  aislamiento e identificación de 




• Se reporta a V. alginolyticus como la especie más frecuente en el litoral 
limeño, habiéndose identificado un total de diez especies de Vibrio, entre ellas 
al V. cholerae. 
 
• Todas las cepas muestran resistencia a antibióticos, observándose una 
resistencia natural a la ampicilina, amoxicilina y penicilina. 
 
• Por la alta prevalencia de cepas con resistencia a antibióticos, nos indican que 
todas estas pueden ser reservorios de genes de resistencia en los ambientes 
marinos del litoral limeño. 
  
• Hay ausencia de integrones en las cepas estudiadas, a excepción de la cepa 
L22 que porta el superintegrón en el cromosoma 2. 
 
• La resistencia a antimicrobianos de uso clínico observada no está relacionada 
con la presencia de integrones de resistencia en las cepas estudiadas. 
 
• El superintegrón hospedado en la cepa L22 no porta ningún gen cassette 
asociado a factores de virulencia reportados hasta la fecha para este elemento 
genético, estando sólo presente el gen cassette mutT de función metabólica. 
 
• La secuencia de la integrasa del superintegrón muestra una homología del 98 






• La identificación de las cepas a nivel de especie se debe realizar con 
diferentes métodos de identificación, ya que las cepas aislados de ambientes 
tienden a ser muy variables con las pruebas bioquímicas convencionales, 
• Debido a los resultados encontrados en los antibiogramas, se debe realizar 
evaluaciones periódicas del espectro antimicrobiano en las bacterias de origen 
marino, ya que al poseer estos patrones de resistencia, son un posible 
reservorio de marcadores de resistencia que pueden ser transferidos a otras 
especies bacterianas pudiendo de esta manera llegar a afectar directa o 
indirectamente a la población humana.  
• Se debe evaluar otro tipo de material genético (cromosoma, plásmidos o 
transposones) que estarían portando tales patrones de resistencias a 
antimicrobianos, siendo importante evaluar si tales resistencias se observan 
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Caldo Tripticasa de Soja (TSB)  g/L 
Triptosa  15,0 
Peptona 5,0 
Extracto de levadura  3,0 
Glucosa 5,0 
Cloruro sódico 5,0 
Agua destilada 1000 mL 
 
Agar Tripticasa de Soja (TSA)  g/L 
Triptosa  15,0 
Peptona 5,0 
Extracto de levadura  3,0 
Glucosa 5,0 
Cloruro sódico 5,0 
Agar-agar 15,0 
Agua destilada 1000 mL 
 
Medio Moeller Base Descarboxilasa g/L 
Peptona de carne 5.0 
Extracto de carne 5.0 
Glucosa 0.5 
Piridoxa 0.005 
Rojo de cresol 0.005 
Púrpura de bromocresol 0.01 
Agua destilada 1000 mL 




Agar TCBS (Tiosulfato, citrato, sales biliares, sacarosa) g/L 
Peptona de caseína      5,0 
Peptona de carne         5,0 
Extracto de levadura     5,0 
Citrato sódico            10,0 
Tiosulfato sódico         10,0 
Bilis de buey           5,0 
Colato sódico            3,0 
Sacarosa   20,0 
Cloruro sódico         10,0 
Citrato de hierro           1,0 
Azul de timol                 0,04 
Azul de bromotimol           0,04 
Agar-agar                   14,0 
Agua destilada          1000 mL 
pH (8,6)  
 
Agua Peptonada Alcalina 2X g/L 
Peptona 20,0 
NaCl 20,0 
pH (8,6)   
 
Oxidasa 
Para el ensayo rápido de la enzima citocromooxidasa se inocula una 
colonia, previamente cogida con un mordadientes de madera estéril, a la zona 
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reactiva de la tira, la aparición de un color azul violeta indica la presencia de 
microorganismos oxidasa positivos. 
Prueba de la Lisina y Ornitina. 
La lisina y ornitina se agregan al medio basal (Medio Moeller), en 
concentración final al 1% (L-aminoácidos), o al 2% (DL-aminoácidos) para detectar 
la producción de enzimas específicas para estos sustratos. 
 
Caldo lactosado  g/L 
Extracto de carne              3,0 
Peptona de gelatina          5,0 
Lactosa 5,0 
Púrpura de bromocresol         0.89 
NaCl 10,0 
Agua destilada 1000 mL 
 
Medio de SIM (H2S-Indol-Motilidad)  g/L 
Levadura 10,0 
Peptona de caseína            10,0 
Peptona 6,0 
Sulfato férrico amoníaco 0,2 
Tiosulfato de sodio 0,2 
Agar-agar   3,7 
Agua destilada                 1000 mL 




Prueba del Manitol en Medio de cultivo OF  g/L 
Peptona de caseína  2,0 
Extracto de levadura  1,0 
Cloruro de sodio   5,0 
Hidrógenofosfato dipotásico    0,2 
Azul de bromotimol   0,08 
Agar-agar   2,5 
Manitol 10,0 
 
Caldo TSB con Cloruro de Sodio al 0, 1, 6, 7 y 10% g/L 
Triptosa 15,0 
Peptona 5,0 
Extracto de levadura  3,0 
Glucosa 5,0 
Cloruro de sodio  0, 1, 6, 7 ó 10 
Agua destilada   1000 mL  
 
Bromuro de Etidio (1µg/mL)  
Bromuro de Etidio 1,0 µg 
Agua destilada 1 mL 
 
Solución TAE 50X g/100mL 
Tris base 24,228 
EDTA 1,8612 
Ajustar a pH 8,0 con Ácido acético glacial 5,71 mL 




Buffer de carga 2X (DNA)  
SDS 0,5% 
Glicerol 25% 
EDTA de sodio 12 mM 
Azul de bromofenol 0,05% 
pH 8,0 
 
Agarosa 1 %  
Buffer TAE  100 mL 
Agarosa 1,0 g 
Disolver la solución de agarosa en Baño María a 100 ºC.  
 
Solución de Lisis Alcalina I 
50 mM de Glucosa 
25 mM de Tris-HCl (pH 8,0) 
Tris Base HCl  
10 mM EDTA (pH 8,0) 
Para preparar EDTA 0,5 M (pH 8,0), agregar 186,1 g de disodium EDTA.2H2O 
a 800 mL de H2O. Agitar y mezclar. Ajustar a pH 8,0 con NaOH (Esterilizar). 
Solución de Lisis Alcalina II 
0,2N (NaOH)  
Recién diluido de una solución Stock de 10 N. 
1% (w/v) SDS 
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Coger de una Solución Stock 20% (w/v), si es necesario ajustar a pH 7,2 
agregando HCl concentrado. 
La esterilización no es necesaria, de hacerlo, hacerlo por filtración. 
Solución de Lisis Alcalina III 
5 M de Acetato de Potasio, 60 mL del Stock 8 M 
Ácido acético glacial     11,5 mL 
H2O                             28,5 mL 
El resultado de la solución es 3 M de Potasio y 5 M con respecto al Acetato. 
Para el Acetato de K: preparar una solución Stock de 8 M, disolviendo 78,5 g 
de Acetato de potasio (PM = 98,14) en 30 mL de agua desionizada. Agregar H2O 
desionizada o destilada hasta llegar a un volumen total de 100 mL. Esterilizar por 





Ubicación de las estaciones  
Cepa  Latitud Longitud Estación 
A1 V. alginolyticus 12°03´57.7"S 77°10´45,9"W 1 
A5 V. alginolyticus 12°03´57.7"S 77°10´45,9"W 1 
A6 V. alginolyticus 12°03´57.7"S 77°10´45,9"W 1 
A7 V. vulnificus 12°03´57.7"S 77°10´45,9"W 1 
B1 V. alginolyticus 12° 05´28"S 77°10´55"W 2 
B2 V. alginolyticus 12° 05´28"S 77°10´54.7"W 3 
B3 V. alginolyticus 12°03´30,4"S 77°09´47,4"W 4 
B4 V. alginolyticus 12°03´30,4"S 77°09´47,4"W 4 
F1 V. alginolyticus 12°03´57.7"S 77°10´45,9"W 1 
F2 V. alginolyticus 12°03´57.7"S 77°10´45,9"W 1 
F3 V. alginolyticus 12°04'21.5"S 77°08'39.5"W 5 
F4 V. alginolyticus 12°04'21.5"S 77°08'39.5"W 5 
F5 V. alginolyticus 12°04'21.5"S 77°08'39.5"W 5 
F6 V. vulnificus 12°00´31,8"S 77°08´31,9"W 6 
H2 V. damsela 12° 05´27.5"S 77°10´54.7"W 7 
H4 V. alginolyticus 12°03´57.7"S 77°10´45,9"W 1 
H5 V. alginolyticus 12°03´30,4"S 77°09´47,4"W 4 
H6 V. vulnificus 12° 02´34."S 77°08´55"W 8 
H7 V. damsela 12° 02´34."S 77°08´55"W 8 
H8 V. alginolyticus 12° 02´34."S 77°08´55"W 8 
H10 V. alginolyticus 12° 02´34."S 77°08´55"W 8 
I1 V. vulnificus 12°03´57.7"S 77°10´45,9"W 1 
I2 V. mimicus 12°03´57.7"S 77°10´45,9"W 1 
L1 V. alginolyticus 12°03'35"S 77°09'53"W 9 
L2 V. vulnificus 12°03'35"S 77°09'53"W 9 
L3 V. alginolyticus 12°03'35"S 77°09'53"W 9 
L4 V. vulnificus 12°03'35"S 77°09'53"W 9 
L5 V. vulnificus 12°03'35"S 77°09'53"W 9 
L6 V. alginolyticus 12°03'35"S 77°09'53"W 9 
L9 V. alginolyticus 12°03'35"S 77°09'53"W 9 
L10 V. alginolyticus 12°03'35"S 77°09'53"W 9 
L11 V. alginolyticus 12°03'35"S 77°09'53"W 9 
L14 V. alginolyticus 12°03'35"S 77°09'53"W 9 
L15 V. alginolyticus 12°03'35"S 77°09'53"W 9 
L16 V. alginolyticus 12°03'35"S 77°09'53"W 9 
L17 V. alginolyticus 12°03'35"S 77°09'53"W 9 
L19 V. alginolyticus 12°03'35"S 77°09'53"W 9 
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Ubicación de las estaciones 
Cepa  Latitud Longitud Estación 
L20 V. alginolyticus 12°03'35"S 77°09'53"W 9 
L22 V. cincinnatiensis 12°03'35"S 77°09'53"W 9 
M1 V. vulnificus 12°03'35"S 77°09'53"W 9 
M2 V. alginolyticus 12°03'35"S 77°09'53"W 9 
M3 V. alginolyticus 12°03'35"S 77°09'53"W 9 
M4 V. alginolyticus 12°03'35"S 77°09'53"W 9 
M5 V. alginolyticus 12°03'35"S 77°09'53"W 9 
M7 V. alginolyticus 12°03'35"S 77°09'53"W 9 
M8 V. alginolyticus 12°03'35"S 77°09'53"W 9 
M10 V. alginolyticus 12°03'35"S 77°09'53"W 9 
M11 V. alginolyticus 12°03'35"S 77°09'53"W 9 
M12 V. cincinnatiensis 12°03'35"S 77°09'53"W 9 
M13 V. cincinnatiensis 12°03'35"S 77°09'53"W 9 
M25 V. alginolyticus 12°03'35"S 77°09'53"W 9 
M26 V. alginolyticus 12°03'35"S 77°09'53"W 9 
M28 V. alginolyticus 12°03'35"S 77°09'53"W 9 
M29 V. cincinnatiensis 12°03'35"S 77°09'53"W 9 
M30 V. carchariae 12°03'35"S 77°09'53"W 9 
M31 V. alginolyticus 12°03'35"S 77°09'53"W 9 
M32 V. alginolyticus 12°03'35"S 77°09'53"W 9 
M33 V. alginolyticus 12°03'35"S 77°09'53"W 9 
M34 V. alginolyticus 12°03'35"S 77°09'53"W 9 
M35 V. alginolyticus 12°03'35"S 77°09'53"W 9 
N1 V. alginolyticus 12°03'35"S 77°09'53"W 9 
N2 V. alginolyticus 12°03'35"S 77°09'53"W 9 
N3 V. alginolyticus 12°03'35"S 77°09'53"W 9 
N4 V. alginolyticus 12°03'35"S 77°09'53"W 9 
N5 V. alginolyticus 12°03'35"S 77°09'53"W 9 
N6 V. alginolyticus 12°03'35"S 77°09'53"W 9 
N8 V. vulnificus 12°03'35"S 77°09'53"W 9 
N10 V. alginolyticus 12°03'35"S 77°09'53"W 9 
N11 V. alginolyticus 12°03'35"S 77°09'53"W 9 
N14 V. alginolyticus 12°03'35"S 77°09'53"W 9 
N15 V. alginolyticus 12°03'35"S 77°09'53"W 9 
N16 V. cincinnatiensis 12°03'35"S 77°09'53"W 9 
β47 V. alginolyticus 12°07'54.2"S 77°08'22.89"W 10 
β48 V. vulnificus 11°59'00.3"S 77°14'11.11"W 11 
β49 V. alginolyticus 11°57'59.5"S 77°09'40.09"W 12 
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Ubicación de las estaciones  
Cepa  Latitud Longitud Estación
β50 V. alginolyticus 11°54'00.0"S 77°10'11.30"W 13 
β52 V. carchariae 11°54'00.0"S 77°12'42.41"W 14 
β54 V. alginolyticus 11º 59' 44"S 77º08'09,4"W 16 
β57 V. damsela 11°56'23.3"S 77°08'42.60"W 17 
β58 V. damsela 11°56'23.3"S 77°08'42.60"W 17 
β59 V. alginolyticus 12°02' 44.2"S 77° 08' 28"W 18 
β61 V. vulnificus 11°59'00.3"S 77°14'11.11"W 11 
β64 V. alginolyticus 12°07'13.0"S 77°09'26.95"W 19 
β52b V. parahaemolyticus 11°54'00.0"S 77°12'42.41"W 14 
β71 V. vulnificus 12° 00'30.9"S 77° 08'16.9"W 20 
β72 V. carchariae 12°04'26.1"S 77°11'41.64"W 21 
β73 V. alginolyticus 11° 56'43,5"S 77° 08' 13. 8"W 22 
β75 V.vulnificus 12°07'13.0"S 77°09'26.95"W 19 
β76 V. alginolyticus 11º52'39.5"S 77° 09' 23.3"W 23 
β77 V. alginolyticus 12°08'02.0"S 77°14'11.11"W 24 
β78 V. parahaemolyticus 12° 00'30.9"S 77° 08'16.9"W 20 
α27 V. alginolyticus 12°04'26.1"S 77°11'41.64"W 21 
α29 V. alginolyticus 12°04'26.1"S 77°11'41.64"W 21 
α66 V. alginolyticus 12°03'15.5"S 77°10'39.22"W 25 
α67 V. alginolyticus 12°03'15.5"S 77°11'39.99"W 26 
α68 V. parahaemolyticus 12°03'15.5"S 77°11'39.99"W 26 
α69 V. alginolyticus 12°03'15.5"S 77°14'11.11"W 24 
α70 V. alginolyticus 12°03'15.5"S 77°14'11.11"W 24 
α71 V. alginolyticus 12°03'17.4"S 77°15'38.17"W 27 
α72 V. alginolyticus 12°02'24.5"S 77°13'10.34"W 28 
α73 V. alginolyticus 12°02'24.5"S 77°13'10.34"W 28 
α74 V. alginolyticus 12°02'24.5"S 77°13'10.34"W 28 
α75 V. alginolyticus 12°07'54.2"S 77°08'22.89"W 10 
α76 V. parahaemolyticus 12°05'58.4"S 77°08'34.39"W 29 
α77 V. alginolyticus 12°07'13.0"S 77°09'26.95"W 19 
α78 V. parahaemolyticus 12°07'13.0"S 77°09'26.95"W 19 
α79 V. alginolyticus 12°07'13.0"S 77°09'26.95"W 19 
α80 V. alginolyticus 12°04'24.7"S 77°08'38.16"W 30 
α81 V. parahaemolyticus 12°04'24.7"S 77°08'38.16"W 30 
β163 V. alginolyticus 12°06'37.6"S 77°07'31.97"W 31 
β164 V. alginolyticus 11° 58'32.7"S 77° 07'59.7"W 32 
β167 V. alginolyticus 11°54'00.0"S 77°10'11.30"W 13 
β169 V. alginolyticus 12°03'15.5"S 77°14'11.11"W 24 
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Cepa  Latitud Longitud Estación
β170 V. alginolyticus 12°04'26.1"S 77°11'41.64"W 21 
β171 V. vulnificus 11°56'19.4"S 77°13'39.90"W 33 
β175 V. vulnificus 12° 04' 04.8"S 77° 13' 26.3"W 35 
β176 V. alginolyticus 11º52'39.5"S 77° 09' 23.3"W 23 
β177 V. alginolyticus 12°04'51.7"S 77°10'29.37"W 36 
β179 V. alginolyticus 11°57'57.5"S 77°12'11.20"W 37 
β180 V. alginolyticus 12°04'0.33"S 77°09'31.9"W 38 
β181a V. alginolyticus 12°02'14.6"S 77°10'19.51"W 39 
β181b V. alginolyticus 12°02'14.6"S 77°10'19.51"W 39 
β182a V. alginolyticus 12°05'29.0"S 77°06'45.98"W 40 
β182b V. alginolyticus 12°05'29.0"S 77°06'45.98"W 40 
β183 V. carchariae 12°05'29.0"S 77°06'45.98"W 40 
β184 V. alginolyticus 12° 03' 38.9"S 77° 14' 20.8"W 41 
β185 V. alginolyticus 12° 04' 16.6"S 77° 10' 23.2"W 42 
β186 V. alginolyticus 12°06'54.00"S 77°12' 34.20"W 43 
β187 V. alginolyticus 12° 03' 38.2"S 77° 14' 20.9"W 44 
β188 V. alginolyticus 12°03'17.4"S 77°15'38.17"W 27 
β189 V. alginolyticus 12°04'26.1"S 77°11'41.64"W 21 
β191 V. parahaemolyticus 12° 04' 04.8"S 77° 13' 26.3"W 35 
β192a V. alginolyticus 12°04'57.5"S 77°15'10.24"W 45 
β193 V. fluvialis 11°56'19.4"S 77°13'39.90"W 33 
β194 V. metschnikovii 11°59'00.3"S 77°14'11.11"W 11 
β195 V. alginolyticus 12°04'24.7"S 77°08'38.16"W 30 
β196 V. alginolyticus 12°03'15.5"S 77°10'39.22"W 25 
β197 V. alginolyticus 12°06'39.60"S 77°12'13.80"W 46 
β198 V. alginolyticus 12°06'39.60"S 77°12'13.80"W 46 
β199 V. fluvialis 12°04'24.7"S 77°08'38.16"W 30 
β201a V. alginolyticus 11º53'43.9"S 77º09'03.1"W 47 
β202 V. alginolyticus 12° 04' 04.8"S 77° 13' 26.3"W 35 
β203 V. carchariae 11º53'43.9"S 77º09'03.1"W 47 
β204 V. alginolyticus 12° 03' 38.9"S 77° 14' 20.8"W 41 
β205 V. alginolyticus 12°04'26.1"S 77°11'41.64"W 21 
β206a V. fluvialis 11° 58'32.7"S 77° 07'59.7"W 32 
β209 V. alginolyticus 11º53'43.9"S 77º09'03.1"W 47 
β210a V. metschnikovii 12°04'24.7"S 77°08'38.16"W 30 
β211 V. alginolyticus 11°56'23.3"S 77°08'42.60"W 17 
β212 V. fluvialis 11º53'43.9"S 77º09'03.1"W 47 
β213 V. alginolyticus 12° 04' 16.6"S 77° 10' 23.2"W 42 
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Cepa  Latitud Longitud Estación
β214 V. vulnificus 12° 00'30.9"S 77° 08'16.9"W 20 
β215a V. alginolyticus 11º53'43.9"S 77º09'03.1"W 47 
β218 V. alginolyticus 11º52'39.5"S 77° 09' 23.3"W 23 
β219 V. alginolyticus 11°54'00.0"S 77°12'42.41"W 14 
β221 V. alginolyticus 11º 59' 44"S 77º08'09,4"W 16 
β222 V. metschnikovii 11º 59' 44"S 77º08'09,4"W 16 
β223 V. alginolyticus 11º53'43.9"S 77º09'03.1"W 47 
β224 V. alginolyticus 12°05'58.4"S 77°08'34.39"W 29 
β226 V. alginolyticus 11°54'00.0"S 77°12'42.41"W 14 
β227 V. alginolyticus 12°05'58.4"S 77°08'34.39"W 29 
β228 V. alginolyticus 12°02'14.6"S 77°10'19.51"W 39 
β192b V. alginolyticus 12°04'57.5"S 77°15'10.24"W 45 
β204b V. alginolyticus 12°03'38.9"S 77°14'20.8"W 41 
β215b V. alginolyticus 11º53'43.9"S 77º09'03.1"W 47 
β198b V. metschnikovii 11º53'43.9"S 77º09'03.1"W 47 














Aislamiento primario: Sembrar en 
volúmenes iguales de muestra en 
APA 2X por 18 – 24 horas a 
temperatura ambiente. 
 
Aislamiento secundario: Sembrar 
por estriado en Agar TCBS e 
incubarlo a temperatura ambiente 
por 18 – 24 horas. 
 
IDENTIFICACIÓN PRESUNTIVA 
Comportamiento cultural : Selección 
de colonias sacarosa (+) y/o sacarosa 
(-). 
 
Cepario: Sembrar en Agar TSA con 
2–3 % NaCl. 
 
Pruebas de identificación: sacarosa, 
oxidasa, Lisina, ornitina, lactosa, indol, 
manitol, Cloruro de Sodio al 0, 1, 6, 7 y 
10 %; API 20 NE. 
Agua de mar. 
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